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AICAR: del inglés 5-aminoimidazol-4-carboxamida-1-b-D-ribofuranosida 
AMPK: Proteína quinasa activada por AMP (AMP-activated protein kinase) 
ATP: Adenosin trifosfato (Adenosine triphosphate) 
bp: Pares de bases (Base pair) 
CI: Complejo I 
CII: Complejo II 
CARD: Caspasa N-terminal (Caspase recruitment domain 9) 
cDNA: DNA complementario obtenido a partir de mRNA (Complementary DNA).  
CDS: Región codificante (Coding DNA Sequence) 
CMV: Citomegalovirus (Cytomegalovirus) 
CoQ: Coenzima Q (Coenzyme Q)  
CR: Receptor del complemento (Complement receptor) 
CR3: Receptor 3 del complemento (Complement receptor 3) 
cytoFASTK: Isoforma citoplasmática y nuclear de FASTK  
DNA: Ácido desoxirribonucleico (Deoxyribonucleic acid)  
DMEM: del inglés Dulbecco’s Modified Eagle Medium 
ECSIT: Intermediario en la señalización conservado en la vía Toll (Evolutionarily 
conserved signaling intermediate in Toll pathway) 
E. coli: Escherichia coli DH5a 
EDTA: Ácido etilendiaminotetraacético (Ethylenediaminetetraacetic acid) 
ETC: Cadena de transporte de electrones (Electron Transport Chain) 
FADH2: Flavín adenín dinucleótido (Flavin adenine dinucleotide) 
FASTK: del inglés Fas-activated Serine/Threonine Kinase 
Fcg: Receptor Fc-gamma 
FITC: del inglés Fluorescein-5-(6) isothiocyanate 
GFP: Proteína fluorescente verde (Green Fluorescent Protein)  
GRSF1: del inglés G-Rich RNA Sequence Binding Factor 1 
GTPasa: Guanosina trifosfatasa (Guanosine Triphosphatases) 
h: Horas 
HRP: del inglés horseradish peroxidase 
IF: Índice fagocítico 
IFN: Interferones 






KO: del inglés knockout 
LB: Medio líquido de cultivo bacteriano Luria-Bertani 
LPS: Lipopolisacárido  
MAPK: Proteína de mitógeno activado kinasa (Mitogen-activated protein kinase) 
MFI: Intensidad media de fluorescencia (Mean Fluorescence Intensity) 
min: Minutos 
mitoFASTK: Isoforma mitocondrial de FASTK 
mitoROS: Especies reactivas de oxígeno mitocondriales (Mitochondrial Reactive 
Oxygen Species) 
mRNA: RNA mensajero (messenger RNA) 
MT-ND6: del inglés Mitochondrially encoded NADH: Ubiquinone oxidoreductase core 
subunit 6 
mtDNA: DNA mitocondrial  
MyD88: Factor de Diferenciación Mieloide 88 (Myeloid Differentiation response protein 
88) 
NADH: Nicotinamida adenina dinucleótido 
NF-Kb: Factor nuclear kb (Nuclear Factor kb) 
NLR: Receptores tipo dominios de oligomerización de unión a nucleótido (Nucleotide-
binding oligomerization domain (NOD)-Like Receptor) 
NOD: Dominios de oligomerización de unión a nucleótido (Nuclear binding 
oligomerization domain) 
NOX: NADPH oxidasas 
O2- : Anión superóxido 
OXPHOS: Fosforilación oxidativa (Oxidative Phosphorylation System) 
PAKs: del inglés p21-activated kinases 
PAMPs: Patrones moleculares asociados a patógenos (Pathogen-Associated Molecular 
Patterns) 
PBS: Tampón fosfato salino (Phosphate Buffered Saline)  
PCR: Reacción en cadena de la polimerasa (Polymerase Chain Reaction) 
PPR: Repetición de pentatricopéptido (Pentapatricopeptide repeat) 







qRT-PCR: PCR cuantitativa a tiempo real (Quantitative Real Time Polymerase Chain 
reaction) 
RAP: acrónimo de RNA-binding domain abundant in Apicomplexans 
Rho: del inglés Ras homologous. 
RFP: del inglés red fluorescent protein 
RLR: Receptores tipo Gen-I Inducible por Ácido Retinoico (Retinoic Acid-Inducible Gene 
I-Like Receptor) 
RNA: Ácido ribonucleico 
RNS: Especies reactivas de nitrógeno (Reactive Nitrogen Species) 
ROS: Especies reactivas de oxígeno (Reactive Oxygen Species) 
rpm: Revoluciones por minuto 
rRNA: RNA ribosomal 
S. aureus: Staphylococcus aureus 
SDS: Dodecil sulfato sódico (Sodium Dodecyl Sulfate) 
shRNA: del inglés Short Hairpin RNA 
SR: Receptor scavenger (Scavenger Receptor) 
TCA: Ciclo del ácido tricarboxílico (Tricarboxylic Acid Cycle)  
TLRs: Receptores de tipo Toll (Toll-like receptor) 
TNF: Factor de necrosis tumoral 
TRAF6: Factor asociado al receptor del factor de necrosis (TNF Receptor-Associated 
Factor 6) 
TRITC: Isotiocianato de tetrametilrodamina (Tetramethylrhodamine-5 (and-6)-
isothiocyanate) 
tRNA: RNA de transferencia 
TUNEL: Marcaje de los extremos de las roturas con dUTP por medio de la 
desoxirribonucleotidil transferasa terminal (Terminal deoxyribonucleotidyl transferase 
mediated dUTP Nick End Labeling) 
U: Unidades 
UFC: Unidades formadoras de colonia 
Ucp2: Proteína desacoplante 2 (del inglés Uncoupling Protein 2) 
UTR: del inglés Untranslated Region 
WAVE: del inglés WASp family Verprolin-homologous protein 








La mitocondria es un orgánulo esencial para la función celular, incluyendo la 
generación celular de la energía en forma de ATP a través de la fosforilación oxidativa 
(OXPHOS) y la oxidación de metabolitos. La proteína de unión a RNA, FASTK (Fas 
activated serine/threonine kinase), tiene dos isoformas, una localizada en la mitocondria 
(mitoFASTK), y la otra isoforma en citosol y núcleo (cytoFASTK). Se ha demostrado que 
la isoforma mitoFASTK es necesaria para la biogénesis del mRNA ND6 mitocondrial, 
que codifica una subunidad esencial del complejo I de la cadena respiratoria 
mitocondrial (CI, NADH:ubiquinona oxidorreductasa). Este estudio investiga los 
mecanismos de acción de FASTK en la fagocitosis no opsónica. 
En nuestro laboratorio se ha observado que los macrófagos de los ratones 
FASTK KO muestran un aumento en la fagocitosis no opsónica de bacterias y una 
disminución del ~50 % de la actividad del CI en estas células. Durante el trabajo 
realizado en esta Tesis Doctoral, como método de estudio para explorar si la 
disminución de la actividad del CI explica el fenotipo fagocítico, se empleó el tratamiento 
con el inhibidor del CI, rotenona, en los macrófagos murinos WT, así como en la línea 
celular murina RAW 264.7. En paralelo se silenciaron con shRNAs en dicha línea celular, 
las dos subunidades del CI (NDUFS3 y NDUFS4). Se observó que, tanto el tratamiento 
farmacológico con rotenona como el silenciamiento de las subunidades NDUFS3 y 
NDUFS4, resultaba en un aumento en la fagocitosis bacteriana no opsónica. La 
reexpresión de mitoFASTK en los macrófagos silenciados en FASTK rescata el fenotipo 
(es decir, la fagocitosis vuelve a ser normal). Asimismo, la disminución de la actividad 
del CI en los macrófagos FASTK KO está asociada con un aumento en la fosforilación 
de AMPK, y su inhibición utilizando el compuesto C revierte el fenotipo fagocítico. 
Finalmente, se ha demostrado que los macrófagos FASTK KO muestran aumento en la 
producción de mitoROS respecto a los macrófagos WT durante la fagocitosis no 
opsónica de bacterias.  
En conclusión, estos resultados, demuestran por primera vez que mitoFASTK 
tiene un papel regulador negativo en la fagocitosis no opsónica de bacterias por los 
macrófagos, a través de la función del CI y la activación de AMPK.  
Es de interés ahondar en el conocimiento sobre los mecanismos que explican el 
fenotipo observado y trasladarlo a modelos in vivo. Estos estudios pueden contribuir a 
la generación de tratamientos que aumenten la captación y la eliminación de bacterias 
antes de que causen reacciones inflamatorias exageradas; también pueden ayudar a 


































1. El sistema inmunitario innato: los macrófagos y la fagocitosis 
 El sistema inmunitario está constituido por un conjunto de células y mecanismos 
moleculares con capacidad de detectar y eliminar los microorganismos, células 
apoptóticas y cancerosas. Comprende la inmunidad innata y la adaptativa (Iwasaki y 
Medzhitov, 2010). En este capítulo se va a tratar la inmunidad innata, en particular la 
fagocitosis, uno de sus mecanismos clave. El sistema inmunitario innato es 
evolutivamente el más antiguo de los mecanismos de defensa del huésped, mientras 
que el sistema inmunitario adaptativo es exclusivo de organismos vertebrados, y genera 
un conjunto de acciones celulares y humorales específicas frente al estímulo antigénico 
desarrollando memoria inmunológica (Galluci y Matzinger, 2001; Parkin y Cohen, 2001; 
Medzhitov, 2007). El sistema inmunitario innato comprende barreras de defensa: físicas, 
químicas y biológicas. Las barreras físicas incluyen la piel, los epitelios del tracto 
respiratorio, digestivo y genitourinario, mucus y cilios, impidiendo la entrada de los 
microorganismos hacia el interior del organismo. Las barreras químicas incluyen el pH 
ácido y las sales biliares del aparato digestivo, o la lisozima salivar, entre otras. Las 
barreras biológicas están constituidas por la microbiota de la piel, boca, y de los tractos 
genitourinario y gastrointestinal (Male et al., 2013). En el supuesto de que el agente 
patógeno supere estas barreras se produce un foco infeccioso y la activación de los 
mecanismos innatos celulares y humorales que tratan de evitar la progresión de la 
infección. Entre los componentes celulares de este sistema de defensa destacan los 
monocitos, macrófagos, neutrófilos, células dendríticas, mastocitos, eosinófilos y células 
Natural Killer (NK); y entre los componentes solubles destacan el sistema del 
complemento, una gran variedad de citoquinas y las proteínas de fase aguda, como la 
proteína C reactiva, que proporcionan una defensa inmediata (Medzhitov et al., 2007). 
 Los macrófagos, neutrófilos y células dendríticas se conocen como células 
fagocíticas profesionales. En particular, en este capítulo, se destacan los macrófagos, 
células empleadas durante el estudio de la presente tesis doctoral, que se explican a 
continuación. Los neutrófilos tienen como función la fagocitosis y la activación de los 
mecanismos bactericidas a través de enzimas degradantes en vesículas intracelulares 
en sus gránulos citoplasmáticos. Las células dendríticas tienen como función principal 
la captación, procesamiento y presentación de antígenos a los linfocitos T; son células 
presentadoras de antígeno (APC, antigen presenting cell), e inician respuestas 




1.1. Los macrófagos como elementos clave en el sistema inmunitario innato 
 Los macrófagos son células fagocíticas con un papel esencial en la respuesta 
innata a patógenos. Tienen su origen en los monocitos que circulan en la sangre; éstos 
migran a los tejidos donde se diferencian en macrófagos de varios tipos según su 
localización, por ejemplo, las células de Kupffer del hígado; las células microgliales del 
encéfalo; los osteoclastos en los huesos; o los macrófagos alveolares del pulmón. Estas 
células permanecen inactivas en los tejidos y pueden activarse tras reconocer estímulos 
a través de ciertos receptores, como se detallará a continuación, desencadenando la 
respuesta inmunitaria (Male et al., 2013; Gordon y Taylor, 2005). Los macrófagos, 
además de actuar como centinelas, tienen la capacidad de reconocer, procesar y 
presentar antígenos a los linfocitos T en el contexto del complejo mayor de 
histocompatibilidad. Secretan enzimas, producen los radicales reactivos de oxígeno 
(ROS, Reactive Oxygen Species) y nitrógeno (RNS, Reactive Nitrogen Species), entre 
otras moléculas, y mantienen la homeostasis tisular mediante la eliminación de células 
muertas y restos celulares. Tienen un papel crítico en los procesos de reparación tisular 
al estimular la angiogénesis y la síntesis de la matriz extracelular (Jenkins y Hume, 2014; 
Italiani y Boraschi, 2014). Se comunican con otras células del sistema inmunitario a 
través de la secreción de citoquinas y quimiocinas, modulando la respuesta inflamatoria 
(Wynn et al., 2013), y reclutan células del sistema inmunitario hacia los focos de 
inflamación, proceso conocido como quimiotaxis. Entre las citoquinas proinflamatorias 
producidas por los macrófagos destacan TNFa, IL-1b, IL-6, IL-18, IL-12, IL-23, entre 
otras (Tabla 1), y entre las citoquinas antiinflamatorias IL-10 (se producen por 
macrófagos activados, células B, y células T) y TGF-b. 
Tabla 1. Algunas citoquinas producidas por macrófagos y sus funciones biológicas. 





 Las quimioquinas son un tipo de citoquinas de pequeño tamaño con actividad 
quimiotáctica en los fagocitos. Las principales quimioquinas que se liberan por los 
macrófagos son: CXCL1 y CXCL2 (MIP-2a), CCL5, CXCL8 (IL-8), CXCL9 (MIG), 
CXCL10 (IP-10), CXCL11 (IP-9). 
 La activación de los macrófagos puede, según el estímulo responsable, llevar a 
la diferenciación hacia los macrófagos tipo M1 o M2. Los macrófagos M1 se generan 
por estímulos como el lipopolisacárido bacteriano (LPS) y/o IFN-g o TNFa, y los 
macrófagos M2 se originan por la acción de IL-4 o IL-13 (subtipo M2a); expresión a 
inmunocomplejos junto con LPS o IL-1b (M2b); o por IL-10, TGFb o glucocorticoides 
(M2c). Los macrófagos M1 tienen propiedades bactericidas y promueven las respuestas 
Th1, mientras que los macrófagos M2 promueven la respuesta inmunitaria de tipo 2 
(Th2) fundamental en la respuesta a parásitos, el asma y los trastornos alérgicos. Tienen 
una función antiinflamatoria, regulan la cicatrización de heridas y reparación de tejidos, 
y tienen menor actividad bactericida que los macrófagos M1 (Zhang y Wang, 2014; 
Arango Duque y Descoteaux, 2014; Martínez y Gordon, 2014; Italiani y Boraschi, 2014). 
Entre las funciones de los macrófagos aquí nos vamos a centrar en la fagocitosis. 
1.2. La fagocitosis 
 La fagocitosis es una de las principales funciones de los macrófagos. Durante la 
fagocitosis están implicados varios mecanismos biológicos: receptores celulares que 
permiten reconocer a la partícula, la transducción de señales, la reestructuración del 
citoesqueleto, el movimiento o tráfico de membranas y el transporte de iones (como el 
calcio). Este proceso biológico se puede dividir en cuatro fases principales que 
detallaremos a continuación: (i) Reconocimiento del microorganismo y activación de las 
vías de señalización para iniciar la maquinaria de internalización, (ii) internalización de 
la partícula, (iii) formación del fagosoma, y (iv) maduración del fagosoma. 
1.2.1. Reconocimiento y vías de señalización 
 Los macrófagos expresan gran variedad de receptores de reconocimiento de 
patrones (PRRs, Pattern Recognition Receptors) que participan en la fagocitosis. Los 
receptores opsónicos y no opsónicos participan de forma conjunta según el ligando o 
estímulo detectado, para generar la respuesta inmunitaria y de esta forma llevar a cabo 
la fagocitosis de microorganismos, como bacterias Gram positivas, bacterias Gram 
negativas o levaduras, que son reconocidos por una combinación de receptores que se 





1.2.1.1. Receptores de reconocimiento no opsónicos 
 La fagocitosis no opsónica se inicia con el reconocimiento de patrones 
moleculares asociados a patógenos (PAMPs, Pathogen-Associated Molecular Patterns) 
por los receptores de PAMPs (llamados PRRs) de los fagocitos. Los PAMPs más 
conocidos son: a) los peptidoglicanos y el ácido lipoteicoico (LTA, Lipoteichoic Acid), 
para las bacterias Gram positivas; b) lipopolisacáridos (LPS), componente principal de 
la pared celular de la mayoría de las bacterias Gram negativas; c) lipoproteínas;               
d) ácidos nucleicos microbianos incluyendo DNA con motivos CpG sin metilar, RNA de 
doble cadena, RNA de cadena simple, y RNA 5’-trifosfato; e) glicoproteínas de 
superficie; f) flagelina; g) mananos y b-glucanos, entre otros PAMPs (Akira et al., 2006). 
 El reconocimiento del patógeno puede ser directo, a través de PRRs de 
membrana o citoplasmáticos, o bien de forma indirecta mediante PRRs solubles. La 
identificación de diferentes microorganismos se debe a la existencia de varias clases de 
PRRs como a) los receptores Toll-like (TLRs, Toll-Like Receptor) de señalización 
transmembrana, así como, b) los receptores de tipo scavenger (SR, Scavenger 
Receptor), c) los receptores lectina tipo C (CLR, C-type Lectin Receptor), y d) los 
receptores citosólicos: receptores tipo dominios de oligomerización de unión a 
nucleótido (NLRs, Nucleotide-binding oligomerization domain (NOD)-Like Receptor), y 
los receptores de tipo Gen-I inducible por ácido retinoico (RLRs, Retinoic Acid-Inducible 
Gene I-Like Receptor), que permiten identificar diferentes microorganismos. 
- Receptores tipo Toll (TLR) 
Los receptores TLR son los receptores mejor caracterizados y están presentes 
en un conjunto de células relacionadas con la respuesta innata. Difieren en su 
localización, tipos de ligandos que reconocen y vías de señalización (Tabla 2). Aunque 
reconocen y se unen a diferentes microorganismos, no funcionan como receptores 
fagocíticos, y pueden cooperar con otros receptores no opsónicos para estimular la 
fagocitosis. Estructuralmente, son glicoproteínas y se caracterizan por la presencia de 
una secuencia extracelular amino-terminal con dominios ricos en leucina (LRR, Leucine-
Rich Repeat) que interviene en el reconocimiento del patógeno, y un dominio de 
señalización intracelular carboxilo-terminal homólogo al receptor de IL-1 (IL-1R, 
Interleukin-1 Receptor) denominado TIR (Toll interleukin-1 Receptor), responsable de 
desencadenar la señalización. Los seres humanos expresan 10 tipos de TLRs (1-10) 
que comparten características estructurales, y difieren unos de otros en la especificidad 
de los ligandos y los patrones de expresión, mientras que los ratones expresan 12 tipos 
de TLRs (TLRs 1-9 y 11-13) (Jeong et al., 2011). 
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Los TLR pueden formar heterodímeros y homodímeros entre sí, o complejos con 
otros receptores. Por ejemplo, el TLR2 forma heterodímeros con TLR1 y TLR6, lo que 
permite reconocer una variedad amplia de componentes microbianos. 
 
Tabla 2. Características funcionales de los receptores Toll Like (TLRs). Tabla de 
elaboración propia basada en las fuentes bibliográficas que se detallan a continuación: 
West et al., 2011b; Akira et al., 2006; Kaway y Akira, 2011; Iwasaki y Medzhitov, 2015. 
 
Después de la unión al ligando, los receptores inician una cascada de 
señalización a través de las moléculas adaptadoras de señal como son: a) MyD88 
(Myeloid Differentiation response protein 88) utilizada por todos los TLRs excepto TLR3 
(Wang et al., 2014); b) MAL/TIRAP (MyD88-Adapter-Like protein/Toll-Interleukin 1 
Receptor domain containing Adaptor Protein, también conocida como MAL) utilizada 
para la señalización de TLR2 y TLR4, que funciona como conector entre MyD88 y TLR; 
c) TRIF (TIRAP inducing IFN-b) utilizada por TLR3 y TLR4; y d) TRAM (TRIF-Related 
Adaptor Molecule) utilizada por TLR4. Estas moléculas adaptadoras actúan como 
mensajeros que activan quinasas como MAPKs (Mitogen-Activated Protein Kinases), 




Protein-1), y factores de transcripción como NF-Kb (Nuclear Factor kb), IRF3 (IFN 
Regulatory Factor-3) e IRF7, y AP-1 (Activator Protein-1), entre otros (Jeong et al., 2011; 
Takeda y Akira, 2004) (Figura 1). 
 
Figura 1. Vías de señalización de los receptores de reconocimiento de patrones. 
Se representan los TLRs principalmente en membrana y endosomas. Los TLR envían señales a 
través de Mal/TIRAP y MyD88 o TRAM/TRIF a IRAK/TRAF6 para activar las quinasas como 
MAPKs, IKKs, TBK1, que activan los factores de transcripción NF-Kb, AP-1 e IRF que estimulan 
la expresión de genes que producen citoquinas, IFNs y enzimas inflamatorias. Imagen adaptada 
de Wang et al., 2014. 
 A diferencia de otros TLRs, TLR4 requiere la formación de un complejo de 
reconocimiento para reconocer al ligando, complejo que incluye las proteínas CD14 
(Cluster of Differentiation 14), la proteína soluble de unión al lipopolisacárido (LBP, 
Lipopolysaccharide Binding Protein), y la proteína de señalización MD-2 (Myeloid 
Differentiation Protein-2). El complejo LPS-LBP-CD14 presenta el LPS bacteriano a  
MD-2, que se une a TLR4 (Figura 2) para activar la señalización e inducir la producción 
de mediadores proinflamatorios (Janeway y Medzhitov, 2002; Underhill y Ozinsky, 
2002a; Underhill, 2004; Aderem y Ulevitch, 2000; Underhill y Goodridge, 2012).  
 Hay que destacar que la señalización vía TLR2 y TLR4 es necesaria para la 





Figura 2. Ensamblaje del complejo TLR4-MD2-LPS. La proteína CD14 está anclada a la 
membrana celular por el glicosilfosfatidilinositol, pero carece de dominio citoplasmático. Imagen 
de elaboración propia. 
- Receptores scavenger (SR) 
Varios receptores scavenger (SR) se expresan en macrófagos y células 
dendríticas, y median la fagocitosis no opsónica de microorganismos como S.aureus, 
E.coli, Streptococcus pneumoniae y Neisseria meningitidis. Los SR son capaces de 
unirse directamente a los microorganismos, se localizan en la superficie celular y se 
dividen en 8 tipos diferentes (A-H) en función de su estructura molecular. En la tabla 3 
se especifican los ligandos del receptor scavenger A (SR-A); del receptor de macrófagos 
con estructura colagenasa denominado MARCO (SR de tipo A); del receptor SRCL-I (o 
CL-PI, SR de tipo A); del receptor SCARA5 (SR de tipo A); del receptor CLA-1 (SR de 
tipo B); y del receptor CD36 (SR de tipo B) que se asocia con heterodímeros TLR2/6 en 
la superficie celular, y esta interacción produce la señalización para reconocer a 
S.aureus y M.tuberculosis (Gordon, 2016; Triantafilou et al., 2006; Underhill y Ozinsky, 
2002a; Areschoug y Gordon, 2009). 
- Receptores de lectina tipo-C (CLRs) 
Los receptores no opsónicos lectina tipo C se caracterizan por la presencia de 
un dominio común de lectina tipo-C (CTLD, C-Type Lectin-Like Domains) de 
reconocimiento de carbohidratos. La activación de estos receptores conduce a una 
señalización intracelular a través de vías dependientes o independientes de Syk (Spleen 
tyrosine kinase). En la tabla 3 se especifican los ligandos de algunos de los receptores 
que se detallan a continuación. Entre las lectinas de membrana destacamos el receptor 
de manosa (MR, Mannose Receptor; ó CD206, Cluster of Differentiation 206), que se 
expresa principalmente en células dendríticas y macrófagos, y es capaz de reconocer 
M.tuberculosis, Streptococcus pneumoniae, Candida albicans, entre otros 
microorganismos. DC-SIGN (Dendritic Cell-Specific ICAM-3-Grabbing Non integrin) 
reconoce patógenos a través de estructuras con alto contenido en manosa y fucosa. 




dominio de tipo lectina y posee un motivo ITAM (Immunoreceptor Tyrosine-based 
Activation Motif) en su parte citoplásmica, lo que permite su asociación a Syk y CARD9 
(Caspase Recruitment Domain 9). Dectin-2 (ó CLEC6a) se expresa en macrófagos 
tisulares, células dendríticas y monocitos, y reconoce Candida albicans. A diferencia de 
Dectin-1, la unión al ligando depende de calcio. Para iniciar el proceso de señalización 
intracelular precisa unirse a moléculas adaptadoras con motivos ITAM como la cadena 
g del receptor Fc, ya que Dectin-2 presenta una cola citoplasmática corta sin motivos de 
señalización. Además, se ha demostrado que Dectin-1 y Dectin-2 median la fagocitosis 
de levaduras y zymosán, junto con los receptores TLR2, TLR6. El receptor Mincle 
(denominado también CLEC4E) se asocia a Fcg para inducir señales intracelulares a 
través de Syk, CARD9 y MAPK, produciendo citoquinas y quimioquinas (TNF, CXCL2, 
CXCL1 e IL-6); además este receptor puede colaborar con los receptores TLR (Underhill 
y Ozinsky, 2002b; Gordon, 2002; Herre et al., 2004; West et al., 2011b; Brown, 2006; 
Dambuza y Brown, 2015; Takeuchi y Akira, 2010). 
Tabla 3. Receptores fagocíticos. Se representan con fondo gris claro los receptores 








- Receptores citosólicos 
Los principales receptores localizados en el citoplasma son NLRs y RLRs. 
Los NLRs reconocen componentes microbianos intracelulares y peptidoglicanos 
bacterianos, y también se unen a nucleótidos. Contienen dominios de reclutamiento de 
caspasa en el extremo N-terminal (CARD ó PYD) que regula la transducción de señales 
a través de interacciones proteína-proteína; un dominio central NATCH (único dominio 
común a todos los miembros de la familia NLR) que regula la auto-oligomerización; y un 
dominio LRR C-terminal que se encarga del reconocimiento del ligando. Algunos 
miembros de la familia NLR más conocidos en los macrófagos son el receptor NOD1 
que contiene el dominio CARD4, y el receptor NOD2 contiene el dominio CARD15. En 
la tabla 3 se especifican los ligandos que reconocen. Cuando los ligandos activan NOD1 
y NOD2, la transducción de señales de estos receptores se realiza a través de RIP2 
(Receptor-interacting serine-threonine kinase 2) con interacciones CARD-CARD 
(Caspase Recruitment Domains) para activar NF-kb y MAPK, lo que resulta en la 
producción de citoquinas. 
Los RLRs son helicasas de RNA que reconocen RNA bicatenario (dsRNA) de 
virus y responden generando IFNs de tipo I. Los RLRs utilizan IPS-1 (IFN-beta Promoter 
Stimulator 1) y TRAF6 (TNF Receptor-Associated Factor 6) como moléculas 
adaptadoras. Se han identificado algunos RLR como: RIG-1 (Retinoic acid inducible 
gene 1, conocido también como DDX58) que reconoce el virus de la gripe y MDA5 
(Melanoma Differentiation Associated factor 5, conocido también como IFIH1) que 
reconoce el virus de la familia Picornaviridae. RIG-1 y MDA5 contienen un dominio de 
reclutamiento de caspasa (CARD) y un dominio de RNA helicasa (Jeong et al., 2011; 
Zhang y Wang, 2014; Kawai y Akira, 2011; Schroder y Tschopp, 2010). 
 
1.2.1.2. Receptores de reconocimiento opsónicos 
Aunque los PRRs tienen un papel fundamental en el reconocimiento y la 
adherencia de los microorganismos a la superficie de los fagocitos, la eficiencia de la 
fagocitosis se encuentra aumentada si los microorganismos están previamente 
revestidos con los anticuerpos específicos o con diversas fracciones del complemento. 
Este proceso por el cual los antígenos particulados unen los anticuerpos específicos o 
el complemento (opsoninas) se denomina opsonización. Los receptores fagocíticos 
opsónicos mejor caracterizados son varios receptores del complemento (CR, 
Complement Receptor) y los receptores Fc (FcR, Fc-gamma Receptors). 
Hay tres familias descritas de receptores del complemento: (i) los módulos de 




familia de integrinas b2 CR3 (CD11b/CD18) y CR4 (CD11c/CD18), y (iii) CRIg (receptor 
del complemento de la superfamilia de las inmunoglobulinas) (Rosales y Uribe-Querol, 
2017; van Lookeren Campagne et al., 2007). CR1 se une a un amplio espectro de 
opsoninas microbianas incluyendo componentes del complemento C1q, C4b y C3b, así 
como a la lectina de unión a manosa (MBL, Mannose Binding Lectin). Los monocitos y 
macrófagos expresan una variedad amplia de receptores del complemento que incluyen 
los receptores 1, 3 y 4 (CR1, CR3 y CR4, respectivamente), los cuales requieren de 
receptores adicionales (como el receptor Fc) para mediar la internalización de las 
partículas opsonizadas por el complemento. Las citoquinas inflamatorias, como TNFa, 
componentes microbianos, como LPS, y de adhesión, como fibronectina, estimulan la 
fagocitosis a través del CR3 (Underhill y Ozinsky, 2002b). 
 Los receptores FcgRs son glicoproteínas expresadas en la membrana de los 
fagocitos, capaces de unirse a la región Fc de las inmunoglobulinas (IgG), mientras que 
los FcaRs se unen a los anticuerpos IgA (Rosales y Uribe-Querol, 2017). Los fagocitos 
expresan combinaciones diferentes de FcRs: a) receptores que contienen motivos ITAM 
en los dominios intracelulares que reclutan quinasas y activan cascadas de fosforilación, 
y b) receptores que contienen motivos ITIM (Immunoreceptor Tyrosine-based Inhibitory 
Motifs) que reclutan fosfatasas que inhiben la señalización (Underhill y Ozinsky, 2002b). 
1.2.2. Internalización  
Tras el reconocimiento de la partícula por el receptor aumentan los niveles del 
fosfolípido PI(4,5)P2 (Phosphatidylinositol 4,5-biphosphate), y se induce la formación de 
los pseudópodos para formar la “copa fagocítica” y englobar la partícula fagocitada. Se 
activan los receptores presentes en la membrana citoplasmática, las GTPasas 
(Guanosine Triphosphatases) pertenecientes a la familia Rho (Ras homologous). La 
familia Rho incluye 23 miembros, siendo tres de ellos muy importantes Rac1, Rac2 y 
Cdc42, que se activan para la formación del fagosoma a través de enzimas como PI3K 
(Phosphoinositide 3-Kinase). Cdc42 y Rac1 activan las proteínas involucradas en la 
polimerización y ramificación de los filamentos de actina (F-actina), como WASp 
(Wiskott-Aldrich Syndrome Protein) y Scar/WAVE respectivamente. WASp y Scar 
activan el complejo Arp2/3 (Actin-Related Protein 2/3 complex), y de esta forma permiten 
la extensión de los pseudópodos para englobar la partícula (Marie-Anaïs et al., 2016; 
Schlam et al., 2015; Marchand et al., 2001). En los macrófagos, Rac1 induce la 
formación de prolongaciones aplanadas transitorias, llamadas lamelipodios, mientras 
que Cdc42 induce la formación de filopodios, que son proyecciones citoplasmáticas 
delgadas. Los lamelipodios y filopodios permiten romper los enlaces que anclan a la 
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bacteria a la superficie de sustrato facilitando su internalización (Mao y Finnemann, 
2015). 
1.2.3. Formación del fagosoma 
En la formación del fagosoma el mecanismo de polimerización y 
despolimerización de F-actina está controlado por fosfatidilinositoles, en particular 
PI(3,4,5)P3. Cuando PI(4,5)P2 se fosforila por PI3K, produce PI(3,4,5)P3 en la “copa 
fagocítica” para facilitar la despolimerización de actina y el cierre del fagosoma. En esta 
fase se reduce la polimerización de actina, por la liberación de las proteínas cofilina y 
gelsolina, y por la inhibición de WASp. Otras moléculas reguladas por PI(3,4,5)P3 son 
las miosinas que tienen una actividad contráctil y facilitan el cierre del fagosoma (Cox et 
al., 2002). La proteína dinamina-2, también aumenta en el cierre del fagosoma, y su 
función es mediar la escisión de las vesículas endocíticas y la despolimerización de 
actina (Marie-Anäis et al., 2016). 
 
1.2.4. Maduración del fagosoma  
Tras la escisión de la membrana plasmática y la formación del fagosoma, se 
produce la maduración del fagosoma. En este proceso de transformación se llevan a 
cabo interacciones de fusión y fisión entre el nuevo fagosoma y los endosomas 
tempranos, los endosomas tardíos y finalmente con los lisosomas. La maduración del 
fagosoma se divide en cuatro etapas: fagosoma temprano, fagosoma intermedio, 
fagosoma tardío y fagolisosoma (Figura 3). Éste último es una vesícula que tiene una 
composición de membrana diferente, muy ácida y de alta capacidad degradativa, que 
puede destruir al microorganismo ingerido (Canton, 2014). Los lisosomas contienen 
enzimas hidrolíticas, que con la fusión fagolisosomal, se vierten en el fagosoma 
originando la destrucción y la digestión del microorganismo. En los macrófagos, la unión 
y la fusión fagolisosomal es dependiente de calcio, debido a que este ion está 
relacionado con un aumento en la polimerización de actina, mientras que la formación 
de los fagosomas tempranos y tardíos no requieren de calcio (Nunes et al., 2010). 
El fagosoma temprano tiene lugar con la fusión de la membrana entre el 
fagosoma y los endosomas tempranos, y está regulado por la GTPasa Rab5, que recluta 
la proteína EEA1 (Early Endosome Antigen 1). EEA1 se une a syntaxina 13, una 
proteína SNARE (Soluble N-ethylmaleimide-sensitive factor-Attachment protein 
Receptor) que se necesita para la fusión de la membrana (Vieira et al., 2002; Weiss y 
Schaible, 2015; Pauwels et al., 2017). A medida que avanza la maduración, en el 
fagosoma intermedio, desaparece Rab5, y Rab7 aparece en la membrana. Esta 




degradación de proteínas de membrana requiere el transporte del complejo ESCRT 
(Endosomal Sorting Complexes Required for Transport) (Hanson et al., 2008; Rosales 
y Uribe-Querol, 2017). Tras la eliminación de las proteínas por degradación o reciclaje 
en el fagosoma intermedio, la maduración continúa en el fagosoma tardío. El marcador 
de esta fase es la acumulación de Rab7, que media la fusión del fagosoma con los 
endosomas tardíos. Además, Rab7 recluta nuevas proteínas en la membrana como es 
RILP (Rab-Interacting Lysosomal Protein), lo que permite el movimiento centrípeto de 
los fagosomas tardíos y lisosomas. Las proteínas de membrana asociadas a lisosomas 
(LAMPs, Lysosomal-Associated Membrane Protein) y las proteasas luminales 
(catepsinas e hidrolasas) se incorporan a la fusión con endosomas tardíos (Huynh et al., 
2007; Rosales y Uribe-Querol, 2017). La última etapa es la fusión del fagosoma tardío 
con lisosomas, para dar lugar al fagolisosoma. La ATPasa vacuolar (V-ATPasa) se 
recluta acidificando la luz fagosomal mediante el bombeo interno de protones y 
degradando la partícula. Los fagolisosomas se caracterizan por la ausencia de 
receptores manosa-6-fosfato (marcador endosomal tardío), y se acumulan las enzimas 




Figura 3. Maduración del fagosoma. Cuatro etapas de maduración: temprano, intermedio, 
tardío y fagolisosoma. El fagosoma temprano se transforma en una vacuola microbicida, el 
fagolisosoma, por interacciones secuenciales con vesículas de la vía endocítica. En este 
proceso, el fagosoma se vuelve cada vez más ácido por la acción de una ATPasa que bombea 
protones y obtiene diversas enzimas de degradación. La composición de la membrana cambia, 
como las moléculas GTPasas que controlan la fusión de la membrana. Imagen modificada de 
Rosales y Uribe-Querol, 2017. EEA1, antígeno endosómico temprano 1; ESCRT, complejo de 
clasificación endosomal requerido para el transporte; HOPS, complejo de fusión homotípica y organización 
vacuolar; ILV, vesícula intraluminal; LAMP, proteína de membrana asociada a lisosomas; NADPH, 
nicotinamida adenina dinucleótido fosfato oxidasa; RILP, proteína lisosómica que interactúa con Rab; 







1.3. Mecanismos microbicidas 
Los mecanismos microbicidas pueden ser independientes o dependientes del 
oxígeno. 
- Mecanismos microbicidas independientes del oxígeno 
Los fagocitos median la actividad lítica de los microorganismos mediante una 
amplia variedad de mecanismos, entre los que se encuentran, como ya hemos 
mencionado, la acidificación del fagosoma que ocurre mediante la formación de un 
gradiente de iones H+ por la ATPasa de su membrana. La acidificación tiene actividad 
microbicida directa y facilita la acción de enzimas que funcionan de forma óptima a pH 
ácido (Male et al., 2013). 
Los macrófagos activados también sintetizan varias enzimas hidrolíticas, como 
las lisozimas, que no requieren oxígeno e hidrolizan los enlaces glicosídicos b(1-4) que 
forman los principales componentes estructurales de macromoléculas como el 
peptidoglicano. Además, producen un grupo de péptidos antimicrobianos y citotóxicos 
que se conocen como defensinas. Estas moléculas son péptidos catiónicos ricos en 
cisteína que contienen de 29 a 35 residuos de aminoácidos, que forman los canales 
permeables a iones en membranas de la célula bacteriana, destruyendo de esta forma 
a bacterias como S.aureus y E.coli al crear un desequilibrio osmótico (Male et al., 2013; 
Flannagan et al., 2012). 
Otro mecanismo microbicida de los fagolisosomas es el secuestro de nutrientes 
esenciales por la lactoferrina, que captura Fe2+ elemento, esencial para el crecimiento 
de algunas bacterias. El transportador de membrana presente en fagolisosomas 
NRAMP-1 (Natural Resistance-Associated Macrophage Protein 1; también conocido 
como SLC11A1, Solute Carrier Family 11 Member 1) exporta los iones Fe2+, Zn2+ y Mn2+ 
fuera del fagolisosoma previniendo así el crecimiento microbiano (Male et al., 2013; 
Uribe-Querol y Rosales, 2017). 
- Mecanismos microbicidas dependientes de oxígeno 
Los mecanismos microbicidas dependientes de oxígeno constituyen el principal 
mecanismo bactericida de las células fagocíticas. Se produce la liberación de ROS y 
RNS, los cuales actúan directamente sobre los microorganismos o bien mediante la 
activación de diversos sistemas enzimáticos. Los radicales libres son especies químicas 
que poseen un electrón desapareado en su orbital más externo, y participan en la 
defensa frente a microorganismos, en la señalización celular, en el mantenimiento del 
equilibrio de óxido-reducción y en la activación de las GTPasas. Los radicales libres del 




proceso catalizado por enzimas como la NADPH oxidasa (NOX), la xantina oxidasa, la 
citocromo c reductasa, y en la cadena respiratoria mitocondrial. 
 Durante la fagocitosis tiene lugar en los macrófagos activados un proceso 
metabólico que se conoce como “explosión oxidativa”, que consiste en la acumulación 
de los radicales reactivos de oxígeno generados por la reducción parcial del oxígeno 
molecular que da lugar a los aniones superóxido (O2-), el peróxido de hidrógeno (H2O2) 
y el oxígeno singlete. En la explosión oxidativa se activa la oxidasa unida a la membrana 
del fagosoma, NADPH oxidasa (NOX2), generando ROS al catalizar la reducción del 
oxígeno (O2) en superóxido (O2-). Éste último es un compuesto tóxico para los 
microorganismos ingeridos al interferir con los sistemas respiratorios de los 
microorganismos. La superóxido dismutasa (SOD) convierte el superóxido en radicales 
hidroxilo (OH) y peróxido de hidrógeno (H2O2); éste último puede eliminar los 
microorganismos, y es convertido por otras enzimas en hipoclorito (OCl-) y radical 
hidroxilo (OH). Además, las enzimas peroxidasas, como la mieloperoxidasa (MPO), en 
presencia del peróxido de hidrógeno (H2O2) e iones cloruro (Cl-) genera ácido 
hipocloroso y cloraminas, altamente tóxicos para las bacterias (Levin et al., 2016; 
Flannagan et al., 2012). 
 Los radicales libres de nitrógeno (RNS) se producen a partir de la conversión de 
L-arginina y oxígeno en L-citrulina a través de la enzima óxido-nítrico sintasa inducible 
(NOS2 o iNOS) formando óxido nítrico que se transforma en peroxinitrato al reaccionar 
con ROS. Los RNS inactivan las enzimas que contienen hierro y azufre, y dañan el DNA. 
Los ROS y los RNS pueden interaccionar para producir peroxinitritos, y estas especies 
reactivas actúan dentro del fagosoma para provocar efectos tóxicos sobre los 
microorganismos que contienen; también interaccionan con tioles y tirosinas, dañando 
los ácidos nucleicos, lípidos de membrana y proteínas. De esta forma se ven afectados 
el metabolismo y la replicación bacterianos. 
 Los ROS también se producen en la cadena respiratoria mitocondrial. La 
generación mitocondrial de ROS (mitoROS) es consecuencia de la fosforilación 
oxidativa, proceso por el cual se genera energía y los electrones derivados de la 
oxidación del NADH y FADH2 pueden reaccionar directamente con oxígeno y generar 
mitoROS. Los complejos I y III son las principales fuentes de producción de mitoROS. 
El complejo I produce O2- cuando el ratio NADH/NAD+ es alto y en presencia de 
inhibidores, como la rotenona, que interaccionan en el sitio de unión de la ubiquinona. 
También se puede producir O2- cuando la ubiquinona se encuentra reducida (ubiquinol), 
el potencial de membrana es alto, y el transporte de electrones ocurre desde el ubiquinol 
hacia el complejo I (conocido como transporte de electrones reverso); se reduce así el 
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NAD+ en NADH y se genera O2-. En el complejo III se produce O2- cuando se inhibe con 
la antimicina A (Murphy, 2009; Bleier y Dröse, 2013; Lenaz et al., 2006). 
2. La mitocondria en el sistema inmunitario innato  
La mitocondria es un orgánulo esencial para la función celular, incluyendo la 
generación celular de la energía en forma de ATP a través de la fosforilación oxidativa 
(OXPHOS) y la oxidación de metabolitos (ciclo de Krebs o ciclo del ácido cítrico y β-
oxidación de ácidos grasos). También es importante en la modulación de la apoptosis 
celular y los procesos de envejecimiento (Chen et al., 2012), así como en la inmunidad 
innata y la inflamación (Droge, 2002; Stanley et al., 2014; Weinberg et al., 2015), la 
producción de ROS, el mantenimiento de la homeostasis intracelular de calcio (Ca2+) y 
procesos metabólicos específicos, como la biosíntesis de colesterol o la producción de 
hormonas (particularmente la pregnenolona, que actúa como precursora de las 
hormonas esteroides, como por ejemplo la progesterona) (Cloonan y Choi, 2016; 
Pellegrino y Haynes, 2015). 
La disfunción mitocondrial se asocia con diversas enfermedades, incluyendo el 
cáncer, trastornos metabólicos y enfermedades neurodegenerativas, como el 
Alzheimer, el Parkinson y la enfermedad de Huntington, entre otras (He et al., 2013; 
Chen et al., 2012; Hendrickson et al., 2010). 
2.1. Estructura y composición de la mitocondria 
La forma y número de mitocondrias por célula depende de los requerimientos 
energéticos celulares. Son orgánulos compuestos de dos membranas: la membrana 
mitocondrial externa, que separa el espacio intermembrana del citosol y debido a su 
porosidad carece de potencial de membrana, y la membrana mitocondrial interna, que 
separa la matriz mitocondrial del espacio intermembrana. La membrana interna 
presenta una serie de invaginaciones, denominadas crestas que proporcionan una gran 
superficie, las cuales contienen la mayoría de los complejos de la cadena respiratoria, 
y es donde tiene lugar la fosforilación oxidativa. El compartimento más interno, rodeado 
por la membrana interna, es la matriz mitocondrial, y es el sitio de replicación del DNA, 
la transcripción, la biosíntesis de proteínas y numerosas reacciones enzimáticas, como 
la oxidación de los aminoácidos; también aquí se localizan algunas reacciones de la 
síntesis de urea y de los grupos hemo. La matriz tiene un pH alto y crea un gradiente 
electroquímico transmembrana que conduce a la síntesis de ATP. Es en la matriz donde 
se encuentran las enzimas del ciclo del ácido cítrico (TCA, Tricarboxylic Acid Cycle) y 
de la β-oxidación de los ácidos grasos, el genoma mitocondrial y los ribosomas 




2.2. La cadena respiratoria mitocondrial y la fosforilación oxidativa 
 La fosforilación oxidativa (OXPHOS) comienza cuando los equivalentes de 
reducción NADH y FADH2 obtenidos por la descarboxilación del piruvato, β-oxidación 
de ácidos grasos y en el ciclo de Krebs se oxidan por las enzimas de la cadena de 
transporte de electrones con la consiguiente obtención de energía y oxígeno. Dicha 
energía se utiliza para bombear protones hacia el exterior de la matriz mitocondrial 
constituyendo así un gradiente de protones (potencial de membrana) a ambos lados de 
la membrana interna mitocondrial, que se utiliza por la ATP-sintasa (complejo V) para 
generar ATP. En este proceso intervienen cinco complejos enzimáticos (I-V) entre los 
que se sitúan dos transportadores móviles: coenzima Q y citocromo C (Figura 4). La 
translocasa ATP-ADP exporta el ATP hacia el espacio intermembrana, donde se difunde 
libremente fuera de la membrana externa hacia el citosol (Mishra y Chan, 2014). 
 
Figura 4. Complejos mitocondriales en la fosforilación oxidativa. Esquema del 
complejo I al V, se representa la generación del gradiente de protones y la producción de agua 
y energía. EIM (espacio intermembrana); MIM (membrana interna mitocondrial). Figura de 
elaboración propia. 
 
· El complejo I (CI, NADH deshidrogenasa), es el complejo enzimático más 
grande de la cadena transportadora de electrones (entre 800-900 KDa). Presenta una 
estructura en forma de “L”, con un brazo hidrofílico que contiene la subunidad de unión 
al NADH y el centro activo de la enzima, constituido por una flavina y 9 centros hierro-
sulfurados y una región hidrofóbica perpendicular a él (Hoefs et al., 2012). Cataliza la 
primera etapa de transferencia de electrones desde el NADH a la ubiquinona o coenzima 
Q (CoQ), una molécula liposoluble que al reducirse se transforma en ubiquinol QH2. Así 
que se transfieren dos electrones desde el NADH a la CoQ y cuatro protones son 
bombeados al espacio intermembrana, generándose así un gradiente de protones 
(Andrews et al., 2013). Este proceso supone cerca del 40 % del gradiente de protones 
transmembrana generado en la oxidación del NADH (Herrero y Barja, 2000). La NADH 
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deshidrogenasa es un polipéptido compuesto, en mamíferos, por 45 subunidades, de 
las cuales, catorce son esenciales para la catálisis: NDUFS1, NDUFS2, NDUFS3, 
NDUFS6, NDUFS7, NDUFS8, NDUFV1-2, MTND1-6 y MTND4L. Mientras que el resto 
participan en la biogénesis del complejo, la estabilidad estructural, la regulación o 
protección frente al estrés oxidativo (Vinothkumar et al., 2014; Zhu et al., 2016; Blaza et 
al., 2018). 
· El complejo II (CII, succinato deshidrogenasa; succinato-ubiquinona 
reductasa), cataliza la reacción de oxidación de succinato a fumarato formando FADH2, 
que se oxida in situ y cede los electrones a CoQ. Este complejo se compone de 4 
péptidos todos ellos codificados en el genoma nuclear. El complejo II representa el punto 
de encuentro entre el ciclo de Krebs y la cadena de transporte de electrones 
mitocondrial. Es el único complejo que no participa en la generación del potencial de 
membrana, no es una bomba de protones, por ello se genera menos ATP en la oxidación 
del FADH2 que en la del NADH (Dröse, 2013; Grimm, 2013). La coenzima Q, actúa como 
lanzadera de electrones desde los complejos I y II al complejo III. 
· El complejo III (CIII, ubiquinol:citocromo c oxidorreductasa), presenta una 
estructura dimérica, está compuesto por 11 subunidades, 3 grupos hemos y un centro 
Fe-S. Se cataliza aquí la transferencia de electrones desde el ubiquinol o CoQ al 
citocromo c, que se encuentra en el espacio intermembrana mitocondrial, y es el aceptor 
final de los electrones, generando un bombeo de 2 protones hacia el espacio 
intermembrana, por cada par de electrones transferidos (Bleier y Dröse, 2013). 
· El complejo IV (CIV, citocromo c oxidasa), bombea cuatro protones al espacio 
intermembrana. Tiene 13 subunidades y cataliza la transferencia de cuatro electrones 
del citocromo c a una molécula de oxígeno, dando lugar a 2 moléculas de H2O (Li et al., 
2006). 
· El complejo V (F0-F1 ATPasa ó ATP sintasa), es el responsable de la síntesis 
de ATP a partir de difosfato de adenosina (ADP), un grupo fosfato (Pi) y la energía 
suministrada por el gradiente de protones. Por cada 3 protones que fluyen a través del 
complejo se forma una molécula de ATP. El complejo está formado por 16 proteínas 
diferentes, que forman dos complejos denominados F0 y F1, conectados entre sí. El 
componente F1 se localiza en la matriz mitocondrial constituyendo la porción soluble de 
la enzima y se compone de cinco subunidades distintas, que forman el dominio catalítico 
de la ATP sintasa. La región F0 se encuentra anclada en la membrana interna 






2.3. Metabolismo mitocondrial y señalización de la inmunidad innata 
 El metabolismo mitocondrial regula la transcripción, la producción de citoquinas, 
la polarización de los macrófagos y la fagocitosis. En los últimos años se han descrito 
datos que relacionan la respuesta inmunitaria innata y las funciones metabólicas 
mitocondriales, y sugieren que la mayoría de los agonistas para los PRRs producen 
adaptaciones metabólicas. En respuesta a la señalización de estos receptores, la 
cadena respiratoria mitocondrial tiene la capacidad de ajustar su arquitectura y actividad 
induciendo cambios en los flujos metabólicos, el balance redox y los metabolitos 
intermediarios. 
- Adaptaciones de la cadena respiratoria mitocondrial a la exposición 
bacteriana: producción de citoquinas, fagocitosis y acción bactericida 
La mitocondria es clave para la generación de citoquinas y metabolitos que 
favorecen la respuesta inmunitaria innata. Por un lado, se ha descrito que la inhibición 
por métodos genéticos de la subunidad del CI, NDUFS4, promueve la polarización de 
los macrófagos hacia un fenotipo proinflamatorio M1 (Jin et al., 2014). Por el contrario, 
la inhibición farmacológica del CI en los macrófagos, con rotenona y metformina, 
disminuye la secreción de la citoquina proinflamatoria IL-1b en presencia de LPS y 
aumenta la secreción de la citoquina antiinflamatoria IL-10 (Kelly et al., 2015). Estos 
datos aparentemente contradictorios revelen el papel del CI en el fino balance entre el 
estado pro- y antiinflamatorio. Se conoce que la reducción de la actividad del CI en los 
macrófagos activados produce un aumento de la actividad del CII, y se ha propuesto 
que este aumento se requiere para la generación de citoquinas proinflamatorias 
(Garaude et al., 2016). En este sentido se ha descrito que la inhibición del CII mediante 
el uso del ácido 3-nitropropiónico y de dimetilmalonato, produce un aumento en la 
secreción de la citoquina antiinflamatoria IL-10 y una disminución en la secreción de las 
citoquinas proinflamatorias IL-1b y TNFa (Garaude et al., 2016). Sin embargo, el 
succinato, sustrato del CII, produce la inhibición en la inducción de las citoquinas 
antiinflamatorias como IL-10 y un aumento en la inducción de IL-1b a través de la 
activación del factor de transcripción HIF-1a (hypoxia-inducible factor 1a), y también se 
producen mitoROS (Mills y O’Neill, 2014; Mills et al., 2016). Se ha demostrado que el 
itaconato, metabolito que se genera a partir de citrato, por la enzima cis aconitato 
descarboxilasa, codificada por la proteína Irg1 (Immunoresponsive Gene 1), inhibe la 
succinato deshidrogenasa (SDH, Succinate Dehydrogenase) y activa el factor de 
transcripción antiinflamatorio Nrf2 (Nuclear Factor like 2), aumentando así la expresión 
de genes con capacidades antiinflamatorias y antioxidantes. Ya que los macrófagos Irg1 
KO no producen itaconato, tienen niveles reducidos de succinato y un aumento de la 
Introducción 
 19 
respiración mitocondrial y la producción de citoquinas tras la estimulación con LPS (Mills 
et al., 2018) (Figura 5). Los IFNs inducen la acumulación de Irg1 en las mitocondrias y 
es necesario para eliminar las bacterias, como Legionella (Naujoks et al., 2016). 
Tomados en conjunto, estos estudios sugieren que la manipulación de la cadena 
transportadora de electrones modula el equilibrio entre la producción de citoquinas 
proinflamatorias y antiinflamatorias, a pesar de las aparentes contradicciones halladas 
en la literatura descrita. 
Cada vez hay más evidencias que indican que el reconocimiento de bacterias 
Gram negativas y la exposición a los ligandos de TLR4 por los macrófagos disminuye 
OXPHOS y aumenta la glucólisis (Tannahill et al., 2013; Lachmandas et al. 2016; 
Rodríguez-Prados et al., 2010; O’Neill y Pearce, 2016). En los monocitos humanos, y 
en las células dendríticas, estimulados con P3C (Pam3CysSK4) que activan TLR2, 
aumenta el consumo de oxígeno y la actividad enzimática mitocondrial (Lachmandas et 
al., 2016). 
Los complejos respiratorios (CI/ III/ IV ó CI/ III ó CII/ IV) pueden ensamblarse en 
supercomplejos. Los supercomplejos organizan el flujo de electrones para optimizar el 
sustrato disponible que se requiere para la síntesis de ATP y el consumo de oxígeno 
(Lapuente-Brun et al., 2013; Enríquez et al., 2016). La acumulación de los intermediarios 
del ciclo TCA puede contribuir directamente a las funciones antibacterianas de los 
macrófagos. Por ejemplo, los macrófagos estimulados con LPS acumulan citrato, que 
puede ser metabolizado a ácido itacónico provocando efectos antibacterianos frente a 
varios patógenos como Salmonella enterica Typhimurium o Legionella pneumophila 
(Michelucci et al., 2013; Naujoks et al., 2016). La activación de PRRs por componentes 
bacterianos aumenta el flujo glucolítico y un aumento de los niveles de intermediarios 
glucolíticos (Everts et al., 2014; Jha et al., 2015). Por ejemplo, en los macrófagos 
estimulados con diferentes especies bacterianas como Salmonella Typhimurium, 
Mycobacterium tuberculosis o E.coli se ha observado un aumento de la glucólisis y la 
producción de lactato (Garaude et al., 2016; Tannahill et al., 2013). En los macrófagos 
estimulados con LPS, se ha descrito que la vía de las pentosas fosfato también está 
aumentada, además de la glucólisis (Jha et al., 2015), aunque se desconocen los 
mecanismos involucrados. El fumarato, metabolito del ciclo TCA y producto enzimático 
del CII, tiene efectos antibacterianos al impedir el crecimiento de E.coli y S.Typhimurium, 
mientras que el succinato, otro metabolito del ciclo TCA, no mostraba sin embargo 
efectos significativos (Garaude et al., 2016) (Figura 5). 
Hay nuevos estudios sobre el metabolismo de los ácidos grasos durante la 
activación de los fagocitos. Se conoce que el reconocimiento de bacterias por los TLRs 




almacenamiento, reduciendo la oxidación de ácidos grasos y la lipólisis (Huang et al., 
2014). Por otra parte, la sintasa de ácidos grasos en macrófagos está inducida a través 
de un mecanismo que requiere de la proteína mitocondrial Ucp2 (Uncoupling protein 2) 
(Moon et al., 2015). 
 
 
Figura 5. Metabolismo mitocondrial en el macrófago. Imagen adaptada de Sancho 
et al., 2017. 
 
Los complejos mitocondriales son importantes en los macrófagos al contribuir 
directamente en el proceso de fagocitosis y en sus funciones bactericidas generando 
ROS. Los ROS del fagosoma son un componente principal para destruir las bacterias 
dentro de los macrófagos junto con los mitoROS. En los macrófagos expuestos a 
bacterias hay una interacción entre los TLRs (TLR1, TLR2 y TLR4) y el CI mitocondrial 
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resultando en la producción de mitoROS. Esta señalización está mediada por la 
asociación de TRAF6 (TNF Receptor-Associated Factor 6) con ECSIT (Evolutionarily 
conserved signaling intermediate in Toll pathway), proteína adaptadora de señalización 
en la vía Toll requerida para el ensamblaje del complejo I mitocondrial. Los macrófagos 
que carecen de ECSIT o TRAF6 tienen niveles reducidos de mitoROS y por tanto una 
capacidad alterada para eliminar las bacterias (West et al., 2011b). Los macrófagos 
deficientes en Ucp2 e infectados con Toxoplasma gondii son más resistentes a la 
infección al generar más mitoROS en respuesta al parásito (Arsenijevic et al., 2000). 
Asimismo, estos macrófagos son más resistentes a Listeria monocytogenes (Rousset et 
al., 2006). Estos datos indican que la abundancia de Ucp2 en la célula regula la 
generación de mitoROS (Emre et al., 2007). Además, se ha demostrado que la pérdida 
de la proteína Ucp2 aumenta el potencial de membrana mitocondrial, lo que afecta de 
forma negativa a la capacidad fagocítica (Park et al., 2011). Los macrófagos deficientes 
en el factor transcripcional ERRa (Estrogen-Related Receptor a), clave en la b-oxidación 
de ácidos grasos, o en el regulador transcripcional PGC1b (Peroxisome Proliferator-
Activated Receptor Gamma (PPARγ) Coactivator-1b), producen menos mitoROS frente 
a Listeria monocytogenes mostrando una capacidad reducida en la eliminación de 
bacterias (Sonoda et al., 2007). 
3. Familia de proteínas mitocondriales FASTK y su papel en el sistema 
inmunitario innato 
En el laboratorio en el que se ha desarrollado mi trabajo de investigación se 
identificó y caracterizó una familia de proteínas mitocondriales llamada FASTK (Fas-
Activated Serine/Threonine Kinase). Esta familia está compuesta por seis miembros: 
FASTK, el miembro fundador, y sus homólogos FASTKD1-FASTKD5 (Simarro et al., 
2010a). Los estudios posteriores que se han realizado junto con los de otros grupos de 
investigación han estudiado el papel de estas proteínas en la regulación post-
transcripcional de la mitocondria. La familia FASTK representa una de las familias más 
grandes de reguladores de la expresión génica mitocondrial descritas hasta ahora. 
 
3.1. Reguladores de la expresión génica mitocondrial y de su función 
En humanos el DNA mitocondrial (mtDNA) codifica 37 genes que se requieren 
para OXPHOS (Pearce et al., 2017). El mtDNA codifica 2 rRNA (subunidades 12S y 
16S), 22 RNA de transferencia (tRNA) necesarios para la síntesis de proteínas 
mitocondriales, y 13 genes codifican polipéptidos que forman parte de los complejos 




corresponden a 7 subunidades del complejo I (ND1, ND2, ND3, ND4, ND4L, ND5, ND6), 
una subunidad del complejo III (Citocromo b), tres subunidades del complejo IV (COX1, 
COX2, COX3), y dos subunidades del complejo V (ATP6 y ATP8) (Tuppen et al., 2010; 
Weigl et al., 2013; Schon et al., 2012). El resto de los polipéptidos componentes de estos 
complejos, así como el complejo II completo, están codificados por el DNA nuclear. El 
DNA mitocondrial está formado por dos cadenas distintas, la cadena pesada (H) y la 
cadena ligera (L) (Temperley et al., 2010). Al contrario que el genoma nuclear, el mtDNA 
apenas tiene regiones no codificantes, los genes se encuentran situados uno a 
continuación del otro (Schapira, 2006). La única zona del mtDNA que no codifica ningún 
gen es la región del bucle de desplazamiento (D-loop), donde se localizan el origen de 
replicación de la cadena pesada (OH), además de los promotores de la transcripción 
(LSP y HSP) y los elementos reguladores de la expresión génica (Figura 6). 
 
Figura 6. Genoma mitocondrial. Representación esquemática del genoma mtDNA de 16.6 
kilobases (kb) circular, de doble cadena. Se representan la cadena pesada (H) y el círculo interior 
es la cadena ligera (L), con los promotores de transcripción (ITH1, ITH2 y LSP) que indican la 
dirección de la transcripción. El mtDNA codifica genes que codifican 2 mt-rRNAs (naranja), 22 
mt-tRNAs (amarillo) y 13 polipéptidos esenciales (azul) que forman parte de los complejos 
respiratorios mitocondriales I-IV. Imagen adaptada de Chujo et al., 2012. 
 
En la replicación del mtDNA se necesitan dos orígenes (OH y OL) para cada 
cadena. La síntesis del DNA se inicia en la cadena pesada (OH) y la replicación continúa 
hasta alcanzar la cadena ligera (OL), momento en el cual comienza la síntesis de la 
segunda cadena del DNA (Bonawitz et al., 2006). La transcripción del mtDNA se inicia 
a partir de 3 promotores localizados en el D-loop, uno para la cadena ligera (L) y dos 
para la cadena pesada (H1 y H2). Debido a la naturaleza policistrónica de la 
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transcripción mitocondrial, los mecanismos de regulación post-transcripcionales son 
especialmente importantes en la mitocondria. Cada hebra de mtDNA da lugar a 
moléculas policistrónicas que se procesan para producir RNAs individuales. Esto se 
logra, en la mayoría de los casos, con el modelo del procesamiento del mtRNA conocido 
como “puntuación por los tRNAs”, que implica el plegamiento de los tRNAs y su 
procesamiento a través de la escisión endonucleolítica de la RNasa P y RNasa Z, y 
dando lugar a los mRNAs y rRNAs independientes a partir del precursor policistrónico 
(Rossmanith, 2011; Brzezniak et al., 2011). Los rRNAs y la mayoría de los mRNAs están 
flanqueados por tRNAs que actúan como señales de procesamiento. Tanto la naturaleza 
policistrónica del tránscrito como la presencia de tRNAs flanqueantes definen este 
modelo de “puntuación por los tRNAs”. Sin embargo, este modelo no explica el 
procesamiento de los mRNAs no canónicos, aquellos que no están flanqueados por 
tRNAs, como COX3, COX1, CYTB, ND6, ND5, ATP8/6. Así pues, se han identificado 
importantes proteínas en la regulación post-transcripcional de unión al RNA (RBPs, 
RNA-binding proteins) en la mitocondria para el procesamiento de los mRNAs no 
canónicos. Entre estas proteínas destacan las de la familia de proteínas FASTK, y otras 
como: GRSF1 (G-Rich RNA Sequence Binding Factor 1), necesaria para la expresión 
de mtRNA y la síntesis de proteínas en la mitocondria; LRPPRC (Leucine-Rich 
Pentatricopeptide Repeat-Containing protein), promueve la transcripción y la estabilidad 
de los mt-mRNAs; SLIRP (SRA stem-Loop-Interacting RNA-binding Protein) necesaria 
para el mantenimiento de los mtRNAs que codifican para proteínas; PTCD1 
(Pentatricopeptide repeat Domain 1), importante en el procesamiento de tRNAs; PTCD2 
(Pentatricopeptide repeat Domain 2), involucrado en la expresión del citocromo b y el 
ensamblaje del complejo III; PTCD3 (Pentatricopeptide repeat Domain 3), se une al 
rRNA mitocondrial 12S, necesario para la síntesis correcta de proteínas mitocondriales; 
y MRPS27 (Mitochondrial Ribosomal Protein S27), importante para la traducción al 
asociarse con rRNA 12S (Mootha et al., 2003; Baughman et al., 2009). LRPPRC y 
SLRIP forman un complejo encargado de la maduración y estabilización de los mRNAs 
facilitando la poliadenilación de mRNA, que está mediada por MTPAP (Mitochondrial 
Poly(A) Polymerase) y la PNPasa (Polynucleotide Phosphorylase; es una exonucleasa 
con actividad 3’-5’) (Chujo et al., 2012; Nagaike et al., 2005). Por todo esto, las RBPs 
tienen un papel importante en el metabolismo mitocondrial y como consecuencia en la 
síntesis de proteínas mitocondriales, ya que regulan el splicing, la poliadenilación, el 
transporte y la localización del RNA, la estabilización del RNA y la traducción. 
Recientemente se ha descrito que los gránulos de RNA mitocondrial (MRGs, 
Mitochondrial RNA Granules) concentran los factores clave de procesamiento de la 




GRSF1, así como parte del complejo hSuv3p-PNPasa o degradosoma (Antonicka et al., 
2013; Jourdain et al., 2013; Jourdain et al., 2016). 
La identificación de los miembros de la familia FASTK ha permitido conocer más 
sobre los mecanismos moleculares que controlan el procesamiento post-transcripcional 
y la traducción del RNA mitocondrial. Una de las características de las proteínas FASTK 
es que tienen varias funciones, a veces opuestas, en la biología del RNA mitocondrial, 
como explicaremos en este capítulo en un apartado posterior (Tabla 5). 
3.2. Características estructurales de las proteínas FASTK 
Todos los miembros de esta familia, FASTKDs, se caracterizan por tener una 
señal de localización mitocondrial (MTS, Mitochondria-Targeting Sequence) en el 
extremo amino terminal (N-terminal) (Simarro et al., 2010a), y la presencia de tres 
dominios conservados (FAST_1, FAST_2 y RAP) situados en el extremo carboxilo. 
FAST_1 (aproximadamente de 70 aminoácidos) y FAST_2 (aproximadamente de 90 
aminoácidos) son ricos en leucinas y de función desconocida. RAP (acrónimo de RNA-
binding domain abundant in Apicomplexans) es un dominio de unión al RNA (Figura 
7A), y está compuesto de aproximadamente 60 aminoácidos (Lee et al., 2004; Simarro 
et al., 2010a). 
Los modelos estructurales de las proteínas FASTK indican que los dominios 
FAST_1, FAST_2 y RAP comparten una arquitectura global similar a las proteínas PPR 
(Pentatricopeptide Repeat), incluyendo repeticiones de los motivos a-hélice. 
Estructuralmente, los dominios PPR contienen una serie de repeticiones PPR, y cada 
repetición PPR forma un par de a-hélices antiparalelas de repetición de 
aproximadamente 35 aminoácidos. Estas repeticiones de a-hélices antiparalelas en la 
proteína producen una superhélice con una ranura central capaz de reconocer una 
secuencia específica de cadena de RNA (Hall, 2016). Hay estudios anteriores que 
sugieren que los dominios de las proteínas FASTK pueden estar relacionados con 
dominios de repeticiones octatricopéptidos de plantas (OPR, Octatricopeptide Repeat), 
y se asemejan a los dominios PPR en plantas en estructura y función (Jourdain et al., 
2015; Hall et al., 2016; Kleinknecht et al., 2014), y en relación a las 44 proteínas OPR 
que presenta Chlamydomonas reinhardtii, 16 de éstas contienen un dominio FAST 
(Eberhard et al., 2011).   
La familia de proteínas FASTK es específica del reino Metazoa. Su análisis 
filogenético sugiere que apareció temprano en la evolución de los organismos 
multicelulares. El ancestral placozoo Trichoplax adhaerens, expresa tres homólogos 
FASTK, mientras que las proteínas FASTK están ausentes en levaduras y plantas 
(Figura 7B) (Finn et al., 2017). Durante la evolución, los genes han sufrido duplicaciones 
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y mutaciones, y la mayoría de los genomas de vertebrados codifican para los seis 
miembros de la familia, a excepción de Drosophila melanogaster que solo codifica dos 
de ellos. Se predice que, en esta especie, ambas proteínas de la familia FASTK 
(CG31643 y CG13850) están localizadas en las mitocondrias, lo que sugiere que son 
homólogos verdaderos de las proteínas humanas FASTK (Jourdain et al., 2017) (Figura 
7B). Las proteínas FASTK tienen baja homología de secuencia entre sí, siendo esta 
homología mayor entre los dominios FAST_1, FAST_2 y RAP que la observada en el 
extremo amino terminal (N-terminal) (Simarro et al., 2010a). Además, los tres dominios 
se pueden encontrar por separado. RAP es el dominio más ancestral y más 
ampliamente distribuido entre especies, presente en algunas eubacterias, arqueas, virus 
y plantas. La estructura particular del dominio C-terminal en las proteínas FASTK se 
conserva a lo largo de la evolución. El dominio FAST_1 existe en plantas y animales, 
pero no está presente en procariotas, mientras que el dominio FAST_2 es exclusivo de 
animales (Jourdain et al., 2017). 
 
Figura 7. A. Representación esquemática de las proteínas de la familia FASTK. B.  
Conservación de la familia de proteínas FASTK en la evolución según InterPro. Imagen 
tomada de Jourdain et al., 2017. 
 
3.3. Localización de las proteínas FASTK 
FASTK es el miembro fundador de la familia de proteínas mitocondriales 
descrita. Está compuesto por 515 aminoácidos. FASTK puede localizarse en diferentes 
compartimentos celulares: citoplasma, núcleo y mitocondria. Inicialmente, FASTK se 
propuso que actuaba como una proteína quinasa, pero el dominio con acción quinasa 
no se conserva dentro de la familia y esta actividad no se acepta en la actualidad 
(Simarro et al., 2007). 
Todos los miembros de la familia FASTK (FASTKD1-FASTKD5) se localizan en 
la mitocondria (Figura 8), y se expresan de forma ubicua, aunque son más abundantes 
en tejidos enriquecidos en mitocondrias como el músculo esquelético, el corazón y el 




FASTK endógena reside en la mitocondria (mitoFASTK), mientras que el resto se 
distribuye entre el núcleo y el citosol (cytoFASTK). La isoforma mitocondrial de FASTK 
se sintetiza a través de un sitio alternativo de iniciación de la traducción y carece de los 
primeros 34 aminoácidos presentes en el extremo N-terminal de la proteína FASTK, 
mostrando un MTS (Jourdain et al., 2015; Simarro et al., 2010a). Algunos de los 
miembros de la familia FASTK, incluyendo a FASTK, FASTKD1, FASTKD2 y FASTKD5 
se localizan y se relacionan con los gránulos de RNA mitocondriales (MRGs) (Jourdain 
et al., 2017). 
 
  
Figura 8. Localización celular de los miembros de la familia FASTKD1-5. Todos ellos 
se localizan en la mitocondria. Las células fueron teñidas con anticuerpos antimitocondriales de 
suero humano y analizados por inmunofluorescencia. Imagen adaptada de Simarro et al., 2010a. 
 
Los genes que codifican a los miembros de la familia FASTK en humanos, se localizan 
en diferentes cromosomas como se indica en la tabla 4. 
 
 









3.3.1. Papel de FASTK en el citoplasma 
 En el citoplasma (cytoFASTK) se localiza en los gránulos de estrés, que son 
agregados citoplasmáticos de mRNAs que no se traducen (stalled), asociados a factores 
de iniciación de la traducción, a la subunidad ribosomal 40S y a varias proteínas de 
unión a RNA. También se localiza en estructuras asociadas a otros gránulos de estrés 
denominados cuerpos de procesamiento o P bodies, que son gránulos de RNA 
citosólicos y cuyos componentes participan en la degradación de ciertos mRNAs. Estos 
dos tipos de gránulos tienen un papel en el almacenamiento y el recambio (turnover) de 
ciertos mRNAs en el citoplasma (Kedersha et al., 2005; Simarro et al., 2007). 
 
3.3.2. Papel de FASTK en el núcleo 
 En el núcleo FASTK regula el corte y empalme (splicing) alternativo de exones 
flanqueados por secuencias de reconocimiento de corte y empalme (splicing). El splicing 
alternativo es un proceso de regulación de la expresión génica permitiendo obtener a 
partir de un tránscrito primario de mRNA o pre-mRNA distintas moléculas de mRNA 
maduras y proteínas (Bonomi et al., 2013). Se han utilizado plásmidos portadores de 
minigenes para el estudio de splicing: el receptor del factor de crecimiento de fibroblasto 
2 (FGFR2, Fibroblast Growth Factor Receptor-2) para el estudio de la inclusión del exón 
IIIb, y del receptor Fas para el estudio de la inclusión del exón 6. FASTK modula la 
inclusión del exón 6 del receptor Fas a través de efectos sinérgicos con TIA-1 (T-cell 
Intracelular Antigen 1) /TIAR (TIA-1-Related) así como los factores de splicing 
adicionales. El tránscrito de Fas que incluye el exón 6 da lugar a un receptor 
transmembrana que promueve la apoptosis, mientras que el tránscrito que no presenta 
el exón 6 da lugar a un receptor soluble que inhibe la apoptosis (Izquierdo et al., 2007). 
También se ha descrito que FASTK es un regulador del splicing que se recluta por IAS1 
(Intronic Activator Sequence 1, potenciador intrónico de splicing que posee regiones 
ricas en uridina), para promover la inclusión del exón IIIb de FGFR2. Sin embargo, a 
diferencia de TIA1, FASTK no se une a la secuencia IAS1, pero permite a U1-snRNP 
(U1-Small Nuclear Ribonucleoprotein) unirse en el sitio de empalme 5’ ya que interactúa 
con otros factores de unión a IAS1. Se ha demostrado que los últimos 188 aminoácidos 
de FASTK, son indispensables para la inclusión del exón IIIb en el tránscrito de FGFR2. 
También se ha descrito que FASTK se une a otros reguladores de splicing como HNRPK 
(Heterogeneous Nuclear Ribonucleoprotein K), KHDRBS1 (KH Domain-containing, 
RNA-Binding, Signal transduction-associated protein 1, también conocido como 




también conocido como SAP49), necesarios para la activación del exón IIIb (Simarro et 
al., 2007). 
 
 Hay poca literatura sobre cómo el splicing alternativo del mRNA afecta a la 
función de las proteínas que participan en la fagocitosis (Yamaguchi et al., 2010; Malik 
et al., 2013). Hasta ahora no se han identificado alteraciones tras estudiar el perfil de 
expresión de exones en macrófagos peritoneales de ratones FASTK KO en el proceso 
de fagocitosis (Simarro et al., 2007). 
 
3.3.3. Papel de FASTK en la mitocondria 
La isoforma mitocondrial de FASTK (mitoFASTK), como se ha mencionado 
anteriormente, se localiza en gránulos de RNA mitocondriales (MRGs), se sintetiza 
desde un sitio de iniciación de traducción alternativo y se inicia en la metionina 35. Esta 
isoforma, mitoFASTK, interactúa con mRNA del ND6 (MT-ND6), es el único mRNA 
codificado por la cadena ligera, que codifica una subunidad esencial para la actividad 
del CI. A través de esta interacción, FASTK protege al mRNA del ND6 de la degradación 
por el degradosoma, a través de la unión de FASTK al precursor del RNA de la hebra 
ligera en varios lugares de la región codificante del ND6, manteniendo la forma madura 
del mRNA de ND6 (Jourdain et al., 2015). 
Se ha demostrado que la deficiencia de FASTK tanto en la línea celular 143B 
como en diferentes tejidos de ratón en músculo esquelético y cardíaco, produce una 
reducción del 50 % en la actividad del complejo I (figura 9). Se confirmó que había una 
disminución del MT-ND6 en cerebro, corazón, músculo e hígado en los ratones 
deficientes de FASTK, demostrando que mitoFASTK es esencial para la biogénesis 












Figura 9. Análisis de la actividad enzimática mitocondrial relativa de los diferentes 
complejos que forman la cadena respiratoria en diferentes tejidos en ratones FASTK 
silvestres (WT) y knockout (KO): A. En cuádriceps y B. En corazón. Imagen tomada y modificada 
de Jourdain et al., 2015. 
3.4. Miembros de la familia de proteínas FASTK: características, funciones 
y relación con patologías humanas 
Todos los miembros de la familia FASTK (FASTK y los homólogos FASTKD1-
FASTKD5) son proteínas de unión al RNA, y están relacionados estructuralmente pero 
cada uno de ellos tiene una función distinta en la regulación de la biología del RNA 
mitocondrial (se detalla en tabla 5). La familia de proteínas FASTK están implicadas en 
casi todos los procesos del metabolismo del RNA en la mitocondria. Estas funciones 
incluyen el procesamiento de tRNA, uniones a los tránscritos tRNA, la estabilidad del 
RNA, la pseudouridilación del rRNA 16S, el ensamblaje del ribosoma y la traducción 


















Figura 10. Mecanismo de acción propuesto de la familia de proteínas FASTK. 
Y:pseudouridina. Imagen adaptada de Jourdain et al., 2017. 
 
FASTK interactúa con uno de los precursores de la transcripción que no está 
flanqueado por tRNAs, como el mRNA no canónico del ND6, codificado por la cadena 
ligera, puesto que hay ausencia de tRNA en el extremo 3’ de su secuencia codificante. 
A través de esta interacción, FASTK protege al mRNA del ND6 de la degradación por 
hSuv3p-PNPasa, manteniendo la forma madura del mRNA del ND6 (Jourdain et al., 
2015). Otros miembros de la familia FASTK, están involucrados en la estabilidad del 
RNA (como FASTKD1, FASTKD3 y FASTKD4) (Figura 10). Por ejemplo, FASTKD1 
colocaliza con mtDNA e interacciona con RNAs mitocondriales (Boehm et al., 2017). 
Estas proteínas pueden estar involucradas también en la metilación, poliadenilación o 
pseudouridilación como es el caso de FASTKD2, que interacciona con sintasas 
pseudouridina mitocondriales. Se ha identificado que FASTKD2 interacciona con 
GRSF1, y las proteínas de unión al RNA: NGRN (Neugrin, neurit outgrowth associated) 
y WB-SCR16 (Williams-Beuren Syndrome Chromosal Region); así como tres 
pseudouridinas sintasas mitocondriales: RPUSD3 (RNA pseudouridine synthase D3), 
RPUSD4 (RNA pseudouridine synthase D4), y TRUB2 (TruB pseudouridine synthase 
family member 2); por lo que desempeña un papel en la pseudouridilación y estabilidad 
del rRNA 16S, el ensamblaje del ribosoma y la traducción mitocondrial (Jourdain et al., 
2015; Antonicka et al., 2015; Popow et al., 2015). FASTKD3 identifica proteínas 
involucradas en el procesamiento de RNA y traducción mitocondrial. Por ejemplo, se 
requiere para la síntesis eficiente de la proteína COX1 (Boehm et al., 2016) (Tabla 5). 
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Se plantea que ciertos miembros de la familia no solo actúan como adaptadores a 
secuencias de RNA codificadas por el genoma mitocondrial, sino que también tienen un 
dominio catalítico con actividad endonucleasa, como por ejemplo FASTKD4. También 
están implicados en el procesamiento de RNA (FASTKD4, FASTKD5) que pueden 
reclutar una endonucleasa no identificada para realizar el procesamiento de las uniones 
de RNA sin tRNA como MT-CYB+MT-ND5 o MT-ATP8/6+MT-CO3 (Antonicka et al., 
2017; Antonicka y Shoubridge, 2015; Boehm et al., 2017; Boehm et al., 2016; Han et al., 
2017; Popow et al., 2015; Wolf y Mootha, 2014; Jourdain et al., 2015). Aunque todavía 
no se conocen de forma precisa los mecanismos por los cuales las proteínas FASTK 
ejercen sus funciones. 
Por otra parte, se conoce aún poco sobre el papel de FASTK en la patogénesis 
de enfermedades humanas. En cáncer de páncreas y cáncer epitelial de ovario hay 
sobreexpresión de FASTK (Bauer et al., 2009; Yoon et al., 2010). Se ha descrito en la 
línea celular de cáncer de ovario SKOV-3 la sobreexpresión de FASTK, como uno de 
los genes responsables de la apoptosis tras el tratamiento con el fármaco cisplatino 
(Yoon et al., 2010). Curiosamente la ausencia de FASTK en las neuronas primarias y 
en la línea celular de neuroblastoma humano SH-SY5Y, aumenta la formación de las 
neuritas (Loh et al., 2008). Se ha estudiado que FASTK se sobreexpresa en los tumores 
pancreáticos, afectando a la expresión de los tránscritos que codifican las proteínas 
implicadas en la proliferación celular, la adhesión y la motilidad. También se 
sobreexpresa en la micosis fungoide (van Doorn et al., 2009). Además, se ha 



















Tabla 5. Miembros de la familia FASTK (FASTKD1-5): características, funciones y 






3.5. Papel de FASTK en el sistema inmunitario innato 
FASTK es un componente clave en la respuesta inmunitaria innata. Se conoce 
que FASTK se sobreexpresa en células mononucleares de sangre periférica de 
pacientes con enfermedades inflamatorias mediadas por el sistema inmunitario, 
incluyendo la artritis reumatoide, el lupus eritematoso, la diabetes tipo I, la esclerosis 
múltiple, el asma y la atopia (Brutsche et al., 2001; Maas et al., 2002). Se ha estudiado 
el papel de FASTK en el sistema inmunitario mediante la generación de ratones 
modificados genéticamente que carecen de FASTK (FASTK KO). En el primer estudio 
realizado se demuestra que FASTK regula el reclutamiento de los neutrófilos en dos 
modelos de inflamación pulmonar. En el modelo de inflamación pulmonar alérgica 
mediante la exposición a extractos de ácaros de polvo, se observó una reducción de la 
acumulación de los neutrófilos en el pulmón. En un modelo de daño pulmonar agudo 
mediante la exposición a lipopolisacárido, los ratones FASTK KO mostraron una 
reducción en la infiltración de los neutrófilos y en las concentraciones de citoquinas y 
quimioquinas (IL-6, IL-23, TNF-a, MIP-2, KC) en el lavado broncoalveolar como se 
representa en la figura 11 (Simarro et al., 2010b). Por consiguiente, FASTK se requiere 
para una respuesta inmunitaria innata eficiente en los pulmones de ratón, y es necesario 
para el reclutamiento de los neutrófilos en los pulmones inflamados. 
 
 
Figura 11. Representación de los niveles de citoquinas y quimioquinas (TNFa, IL-6,     
IL-1b, IL-23, G-CSF, MIP-2 y MCP-1) en el fluido del lavado broncoalveolar. Se 
representan en color negro los ratones de tipo salvaje (WT) y en blanco los ratones deficientes 






Se ha identificado en un modelo de inflamación articular K/BxN, que los ratones 
FASTK KO desarrollaban una artritis menos severa en comparación con los ratones de 
tipo salvaje (WT). Luego FASTK es coadyuvante de la inflamación articular en este 
modelo K/BxN (Simarro et al., 2016).  
Debido a la importancia de FASTK en el sistema inmunitario innato, en nuestro 
laboratorio se han llevado a cabo ensayos en otras funciones macrofágicas como la 
fagocitosis opsónica y no opsónica, y sobre la eliminación intracelular de bacterias. 
Mediante un estudio previo se han explorado ambos tipos de fagocitosis, y se determinó 
que la ausencia de FASTK provoca un aumento en la capacidad fagocítica no opsónica 
de las bacterias Gram positivas (S.aureus) y Gram negativas (E.coli), mientras que la 
fagocitosis opsónica no estaba alterada (Figura 12A) (García del Río et al., 2018). 
También se demostró que la actividad bactericida en los macrófagos estimulados con 
las bacterias E.coli y S.aureus no estaba alterada en los macrófagos FASTK KO. A las 
6 y 24 horas post-infección, el número de bacterias que sobreviven es similar en los 
macrófagos FASTK KO y WT (Figura 12B). 
 
 
Figura 12. FASTK en la fagocitosis y actividad bactericida en macrófagos peritoneales 
WT y FASTK KO. A. La ausencia de FASTK provoca un aumento de la fagocitosis no opsónica 
en macrófagos peritoneales. Se utilizaron partículas inertes de látex (Beads) como control en la 
fagocitosis. B. La actividad bactericida de los macrófagos es independiente de FASTK. Imagen 






Recientemente se ha analizado la actividad de los complejos de la cadena 
respiratoria mitocondrial en diferentes tejidos de ratón, en particular, en el músculo 
esquelético y cardíaco delecionados en la proteína FASTK, así como en la línea celular 
143B deficiente en FASTK, y se ha observado, como ya hemos mencionado 
anteriormente, una reducción de la actividad del complejo I del 50 % (Jourdain et al., 
2015). En nuestro laboratorio se ha investigado que en los macrófagos murinos 
peritoneales FASTK KO tienen una disminución del 41.1 % en la actividad del complejo 
I mitocondrial, mientras que la actividad de los otros complejos no se mostró alterada 
(Figura 13). Por consiguiente, la ausencia de la proteína FASTK induce un defecto en 
la actividad del complejo I mitocondrial, es decir, FASTK se requiere para la correcta 
actividad de este complejo de la cadena de transporte de electrones en los macrófagos, 
y por ello para una capacidad respiratoria normal (García del Río et al., 2018). 
Figura 13. Análisis de la actividad enzimática mediante espectrofotometría mitocondrial 
en macrófagos peritoneales murinos WT y FASTK KO. En el gráfico de la derecha se 
representa la actividad relativa de los complejos mitocondriales en células WT y FASTK KO. Se 
representa el % de cambio del KO respecto al WT, donde la media del WT es significativamente 
diferente de la media del KO (p<0.05). En el panel de la izquierda se representan las actividades 
enzimáticas específicas del complejo I, II, III y IV que se normalizaron a la actividad citrato 
sintasa, y se expresan como (nmol/min/mg de proteína) / (actividad específica de citrato sintasa) x 
100. Los datos se representan como media ± desviación estándar. Se indican el número de 
experimentos independientes y el valor p utilizando la prueba de Mann Whitney. Imagen 





































En las secciones anteriores se han descrito las funciones de la proteína FASTK 
en la respuesta inmunitaria innata, gracias a la generación de ratones deficientes en 
esta proteína. En el trabajo previo realizado en el laboratorio se ha investigado la 
implicación que tienen los macrófagos deficientes en FASTK en la fagocitosis y la 
actividad bactericida. Por otro lado, se confirmó que FASTK regula la actividad del 
complejo I, tal y como lo hace en otros tejidos. Hemos tenido en cuenta estos hallazgos 




El objetivo general de la presente tesis es estudiar si la función de FASTK sobre la 
actividad del complejo I es responsable de su papel en la fagocitosis no opsónica. 
 
Para lograr este objetivo, se han propuesto los siguientes objetivos específicos: 
1. Estudiar la fagocitosis no opsónica y la actividad bactericida mediante la inhibición 
farmacológica y genética del complejo I de la mitocondria, en los macrófagos 
estimulados con la bacteria Gram negativa Escherichia coli y la bacteria Gram positiva 
Staphylococcus aureus: 
a. Inhibición farmacólogica con rotenona en los macrófagos peritoneales murinos de tipo 
salvaje. 
b. Inhibición farmacológica con rotenona en la línea celular de macrófagos murina RAW 
264.7. 
c. Inhibición genética mediante la generación de dos líneas celulares deficientes en las 
subunidades del complejo I mitocondrial, NDUFS3 y NDUFS4, y de la línea celular 
deficiente para FASTK, a través del uso de shRNA en la línea celular RAW 264.7. 
2. Realizar los ensayos de rescate mediante la readministración de la isoforma 
mitocondrial de FASTK como responsable de la fagocitosis no opsónica de la bacteria 
Gram negativa Escherichia coli y la bacteria Gram positiva Staphylococcus aureus. 
3. Identificar los mecanismos moleculares por los que FASTK modula la fagocitosis no 
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V. MATERIAL Y MÉTODOS 
1. Líneas celulares y animales de experimentación 
La línea celular 293FT deriva de células embrionarias primarias de riñón 
humano, transformadas con el antígeno T grande del virus SV40 (SV40 large T antigen). 
Cuando un vector de expresión viral se cotransfecta en las células 293FT se producen 
altos niveles de RNA viral y de proteínas Rev y Gag/Pol necesarias para el 
encapsulamiento viral. Estas células expresan de manera estable el gen de resistencia 
a neomicina del pCMVSPORT6TAg.neo y deben ser mantenidas en un medio que 
contenga geneticina. La expresión de este gen de resistencia está controlada por el 
promotor SV40. Esta línea es de crecimiento rápido y presenta una morfología epitelial 
y propiedades adherentes en cultivo. Fue obtenida de la compañía Life Technologies. 
La línea celular murina RAW 264.7 proviene de macrófagos murinos 
transformados con virus de leucemia murina de Abelson. Fue proporcionada por el 
laboratorio del Dr. Andrés Alonso (Instituto de Biología y Genética Molecular, Valladolid). 
Esta línea celular es fácil de cultivar, de alta eficiencia para la transfección de DNA, y 
sensible a la interferencia RNA. Las células tienen los receptores para la 
inmunoglobulina (FcRs) y complemento, y producen lisozima. Se utilizan en estudios 
metabólicos, de inflamación y apoptosis, entre otros, y para el estudio de la 
internalización y supervivencia de bacterias. Estas características hacen que sea una 
línea celular adecuada para el estudio de la fagocitosis. 
Los macrófagos peritoneales de ratones C57BL/6J de tipo salvaje (WT) y 
deficientes en la proteína FASTK (KO), se obtuvieron tal y como se detalla en el 
apartado número 6 de Material y Métodos. Los ratones fueron alimentados y mantenidos 
en jaulas estériles en una habitación del animalario de la Facultad de Medicina de 
Valladolid con un ciclo de luz/oscuridad estándar (12 horas de luz/12 horas de 
oscuridad). Los ratones utilizados en el estudio fueron de 8 a 12 semanas de edad con 
un promedio de peso de 18-20 g. Todos los experimentos se llevaron a cabo tras la 
aprobación del Comité de Ética en Experimentación y Bienestar Animal (CEEBA) de la 
Universidad de Valladolid. Los ratones deficientes de la proteína FASTK (KO) fueron 
generados previamente en el laboratorio (Simarro et al., 2010b). 
Las líneas celulares y los macrófagos peritoneales murinos fueron cultivados en 
medio de cultivo DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium) (LONZA) suplementado 
con 10 % de suero fetal bovino (FBS, Fetal Bovine Serum) (LONZA) inactivado por calor, 
1X de Glutamax I (concentración final 2 mM) (Gibco), 1 % de penicilina-estreptomicina 
(Gibco; concentración final de 100U/ml y 100 µg/ml, respectivamente). Nos referimos a 
este medio, como medio completo. 
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La línea 293FT fue cultivada en medio completo al que se le añadió 1 % de 
aminoácidos no esenciales (NEAA, Non-Essential Amino Acid) (Gibco) y geneticina a 
una concentración de 500 µg/ml (Gibco). 
Las condiciones estándares de cultivo para todas las líneas celulares son de 
37ºC en atmósfera con 5 % de CO2. 
La viabilidad celular se evaluó por exclusión con azul de tripán al 0.4 % (Gibco) 
y las células se contaron con la cámara de Neubauer utilizando el microscopio óptico. 
2. Cepas bacterianas 
• Escherichia coli DH5a, esta cepa bacteriana se obtuvo de Invitrogen 
(LifeTechnologies, Carlsbad, CA). Su genotipo es λ–F– Φ80lacZΔM15 
Δ(lacZYA-argF) U169 recA1 endA1 hsdR17 (rK–, mK+) phoA supE44 λ– thi-
1 gyrA96 relA1. 
• Staphylococcus aureus Cowan 1, esta cepa bacteriana se obtuvo de la 
American Type Culture Collection (número de identificación ATCC 12598). 
• Escherichia coli (DH5-alpha) y Staphylococcus aureus recombinante. Se 
obtuvieron introduciendo un plásmido pUC que lleva el gen de la proteína verde 
fluorescente o GFP (Green Fluorescence Protein) (resistente a cloranfenicol) 
en una bacteria competente. El plásmido fue proporcionado por el laboratorio 
de la Dra. Ana Abadía Molina (Universidad de Granada). 
3. Plásmidos 
Plásmido pGreen Puro: es un vector lentiviral de tercera generación derivado 
del HIV (Human Immunodeficiency Virus), de 7.861 bp. Se ha obtenido de System 
Biosciences. Se caracteriza por un casete génico de expresión de H1 que permite la 
transcripción constitutiva y eficiente por RNA polimerasa III de tránscritos de shRNA 
(short hairpain RNA) en una gama amplia de líneas celulares. También tiene un 
promotor CMV que permite niveles altos de expresión tanto del gen copGFP como del 
gen de resistencia a la puromicina (Figura 14) que codifica la enzima N-acetil 
transferasa para seleccionar las células cuya transfección haya sido satisfactoria. Y 
contiene también un promotor híbrido de RSV-5’LTR que proporciona niveles de 
expresión altos del constructo viral en las células 293FT, y se requiere para el 
empaquetamiento viral y la transcripción. Este vector necesita elementos genéticos para 
el empaquetamiento, la transducción y la integración estable en el genoma del huésped. 
Además, contiene un gen de resistencia a la ampicilina para su amplificación en 
bacterias. 
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Figura 14. Mapa y características del vector (RSV/5’LTR, promotor; gag, señal de 
empaquetamiento; cPPT; promotor CMV; copGFP; T2A; Puro; WPRE; 3’DLTR; promotor H1 
RNA; SV40 Poly-A, SV40 Ori, pUC Ori, AmpR). 
Plásmido pMD2.G: es un plásmido de 5.824 bp, que se utiliza en la producción 
de lentivirus ya que posee un gen que codifica para la glicoproteína del virus de la 
estomatitis vesicular, VSV-G (Vesicular Stomatitis Virus Glycoprotein), una proteína 
involucrada en la formación de la envoltura viral. Además, posee un casete de 
resistencia a ampicilina que permite su selección para propagación en bacterias (Figura 
15). Este plásmido fue desarrollado por el laboratorio del Dr. Didier Trono y obtenido de 
Addgene (Addgene plasmid #12259). 
 
 
Figura 15. Representación del vector pMD2.G. 
 
Plásmido psPAX2: Es un plásmido de 10.703 bp, que se utiliza en la producción 
de lentivirus de segunda generación. Tiene el promotor híbrido CAG que combina 
elementos de los promotores de citomegalovirus (CMV), de la β-actina de pollo y de la 
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β-globina de conejo que aumenta la eficiencia en la expresión de las proteínas de Gag, 
Pol, Tat y Rev del HIV-1, que también son codificadas por este plásmido y son 
necesarias para que se produzca el empaquetamiento de los lentivirus (Figura 16). Este 
plásmido fue desarrollado por el laboratorio del Dr. Didier Trono y obtenido de Addgene 
(Addgene plasmid #12260). 
 
Figura 16. Representación del vector psPAX2. 
Plásmido pDsRed1-RFP N1: es un vector de 4.7 kb, que codifica una proteína 
fluorescente roja (RFP). Esta proteína RFP se aisló de una anémona de mar Discosoma 
sp. El MCS (Multiple Cloning Site) se encuentra entre el promotor temprano inmediato 
de CMV y la codificación de la secuencia DsRed1. El vector tiene un casete de 
resistencia a la neomicina, lo que permite que las células eucariotas transfectadas de 
manera estable se seleccionen utilizando geneticina, y un casete que confiere 
resistencia a la kanamicina (30 µg/ml) para su amplificación en E.coli. Este plásmido fue 
cedido por la Dra. Nancy Kedersha (Universidad de Harvard, Boston, MA).  
4. Oligonucleótidos 
· Oligonucleótidos para la clonación en el vector pGreenPuro: 
Los oligonucleótidos diseñados para la clonación en el vector pGreenPuro se 
representan en la tabla 6. Se utilizaron las enzimas de restricción BamHI y EcoRI. Los 
genes de interés utilizados para la interferencia de RNA en el presente estudio de 
investigación se especifican en la tabla 6, y el número de acceso a la secuencia 
asignada (Refseq) en los registros de secuencia de NCBI Reference Sequence (Refseq) 
fueron los siguientes: FASTK mouse (número de acceso Refseq NM_023229, 
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_023229), NDUFS4 mouse (número de 
acceso Refseq NM_010887, https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_010887), 
NDUFS3 mouse (número de acceso Refseq NM_026688, 
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_026688) y para 5’UTR Fastk (número de 
acceso Refseq NM_023229, https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_023229). 
Tabla 6. Oligonucleótidos diseñados para la clonación en el vector pGreenPuro. En la 
tercera columna se representa en negrita la secuencia diana (target sequence). 
 
 
· Oligonucleótidos para el screening de pGreenPuro: 
Con los oligonucleótidos que se representan en la tabla 7 se comprobó que el 
inserto se había incorporado en el vector pGreenPuro. 
Tabla 7. Oligonucleótidos utilizados para secuenciar por PCR.  
 
· Oligonucleótidos para qRT-PCR: 
En la tabla 8 se indican las secuencias de los genes FASTK, NDUFS3 y 
NDUFS4, y de los genes normalizadores b-actina y 18S utilizados como control 
(housekeeping). El número de acceso a la secuencia asignada (Refseq) en los registros 
de secuencia de NCBI Reference Sequence (Refseq) para los genes b-actina y 18S 
fueron los siguientes: b-actina mouse (número de acceso Refseq NM_007393, 
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_007393) y para 18S ribosomal RNA mouse 
(número de acceso Refseq NR_003278, 
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NR_003278). 




Tabla 8. Oligonucleótidos empleados para realizar la amplificación mediante qRT-PCR 
en las células RAW 264.7 transfectadas. 
 
5. Genotipado de los ratones 
En primer lugar, se extrajo el DNA a partir de un fragmento pequeño (de 0.4 a 
0.6 cm) de las colas de los ratones C57BL/6J recién destetados. Para ello, las colas se 
incubaron en tampón de lisis (Tris 10 mM a pH 7.5, EDTA 10 mM, NaCl 10 mM, 0.5 % 
de SDS y 300 µg/ml de proteinasa K) durante 12 horas a 55ºC. El DNA se precipitó 
añadiendo al lisado 600 µl de etanol absoluto y 20 µl de NaCl a 5 M. Después se incubó 
la mezcla durante 20 minutos a -20ºC y se centrifugaron los viales a 14.000 rpm durante 
20 minutos. Se retiró el sobrenadante y el DNA genómico precipitado se lavó con etanol 
al 70 %. Las muestras se volvieron a centrifugar, se eliminó el sobrenadante y se dejaron 
secar los pellets durante 3-5 minutos a temperatura ambiente. Finalmente, el pellet de 
DNA se resuspendió en 100 µl TE (Tris 10 mM a pH 7.5 y EDTA 1 mM). 
Para el genotipado de los ratones se realizó una PCR convencional empleando 
2 µl (generalmente entre 30-100 nanogramos) de DNA genómico en un volumen final 
de 25 µl. El DNA se amplificó mediante PCR con las siguientes condiciones para la 
amplificación: un ciclo de 2 minutos a 94°C; y 32 ciclos de 15 segundos a 94ºC, 30 
segundos a 58°C, 1 minuto a 72ºC. Los oligonucleótidos utilizados se representan en la 
tabla 9. 
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Tabla 9. Oligonucleótidos utilizados para el genotipado de los ratones de tipo salvaje 
(WT) y deficientes de FASTK (FASTK KO), para amplificar el alelo WT y FASTK KO. 
 
El resultado de las amplificaciones se analizó en geles de agarosa al 1 % (p/v, 
peso/volumen), empleando 12 µl de reacción junto con 3 µl de loading buffer 6X (ver 
figura 17). 
 
Figura 17. Imagen que muestra los resultados obtenidos de la comprobación del 
genotipo de ratones mediante PCR. Se utilizaron los oligonucleótidos que se indican en la 
tabla 9. Esperando obtener un amplificado de 669 bp para los ratones deficientes en la proteína 
FASTK (KO) y de 384 bp para los ratones de tipo salvaje (WT), mientras que en el heterocigoto 
(HC) se observan las dos bandas descritas amplificadas. 
6. Obtención de macrófagos peritoneales 
Los ratones se estimularon con 2 ml del medio tioglicolato de Brewer estéril al 
3% por vía intraperitoneal. Al quinto día de la inyección de tioglicolato, se anestesiaron 
con isofluorano y se sacrificaron por dislocación cervical. Posteriormente se recogió el 
exudado de células por lavado de la cavidad peritoneal con 8 ml de medio completo a 
4ºC. El exudado que se obtuvo se centrifugó a 1.200 rpm durante 4 minutos. El pellet 
obtenido se resuspendió en 20 ml de medio completo. 
A continuación, la viabilidad celular se evaluó por exclusión con azul de tripán 
(Gibco) y las células se contaron con la cámara de Neubauer utilizando el microscopio 
óptico. La concentración de las células se ajustó a 5x105 macrófagos/ml antes de realizar 
los experimentos (figura 18). 




Figura 18. Esquema de la obtención de macrófagos peritoneales murinos. A. Recogida 
del exudado de células por lavado de la cavidad peritoneal. B. Células resuspendidas en medio 
completo. C. Contaje de células en cámara de Neubauer para visualizar al microscopio. 
D. Plaqueo de células en placas. 
 
7. Ensayo de fagocitosis in vitro en macrófagos 
Para estudiar la capacidad fagocítica in vitro de los macrófagos, se sembraron 
5x105 células por pocillo sobre cubreobjetos de 12 mm en placas de 24 pocillos. Las 
cepas bacterianas que se emplearon fueron Escherichia coli DH5α y Staphylococcus 
aureus Cowan 1, y Escherichia coli (DH5α) y Staphylococcus aureus recombinante que 
expresan la proteína GFP. Las partículas inertes de látex (yellow-green FluoSpheres 
beads) (Molecular Probes, Thermo Fisher Scientific) (2.0 µm de diámetro) marcadas con 
fluoresceína se utilizan como control. También empleamos en este ensayo el zymosán 
(Sigma-Aldrich, número de producto Z4250). El zymosán es una preparación insoluble 
y particulada de la pared celular de la levadura Saccharomyces cerevisae. Se compone 
principalmente de b(1-3) y b(1-6) glucanos y a-mananos, y de cantidades menores de 
quitina, proteínas y lípidos. 
En primer lugar, se preparó la suspensión bacteriana, para ello se inocularon las 
bacterias durante 16 horas a 37ºC en una placa de LB-agar sin antibiótico, mientras que 
las bacterias recombinantes que expresan GFP en una placa con cloranfenicol (10 
µg/ml). Se tomaron colonias individuales de las cepas bacterianas mencionadas 
anteriormente, se cultivaron en agitación en 3 ml de medio líquido LB a 37ºC durante 12 
horas a 200 rpm. Tras la incubación se midió la densidad óptica (DO) a 600 nm de una 
dilución del cultivo bacteriano. Una densidad óptica de 1 equivale aproximadamente a 
109 unidades formadoras de colonias (UFC)/ml en la cepa bacteriana de Staphylococcus 
aureus Cowan 1, y a 8x108 UFC/ml para la cepa bacteriana de Escherichia coli DH5α. 
En segundo lugar, se realizó la inactivación y tinción de las bacterias. Se 
transfirió el equivalente a 109 UFC de cada cepa de bacterias y se centrifugó cada 
suspensión a 1.700 g durante 2 minutos a 4ºC. Se lavaron las bacterias dos veces en 
solución salina por centrifugación y después se eliminó el sobrenadante y se 
resuspendió cada cepa bacteriana en solución salina. Las bacterias se sometieron a 
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80ºC durante 15 minutos para inactivarlas, se centrifugaron dos veces (2 minutos a 
12.000 g) con lavados en PBS, y se incubaron con 0.1 mg/ml de solución de fluorocromo 
en PBS, FITC (Fluorescein-5-(6) isothiocyanate) (Sigma-Aldrich) ó TRITC 
(Tetramethylrhodamine-5 (and-6)-isothiocyanate) (Thermo Fischer Scientific), 
protegiéndolo de la luz, a 37ºC durante 30 minutos. Finalmente se lavaron tres veces 
con PBS antes de utilizarlas. 
Las bacterias inactivadas teñidas se resuspendieron en DMEM, sin fetal ni 
penicilina/estreptomicina, a una concentración de 1x108/ml para el ensayo de 
fagocitosis. 
A continuación se incubaron los macrófagos con las bacterias en una relación 
50:1 bacterias:macrófago, durante 60 minutos, se lavaron 3 veces los pocillos con PBS 
frío y se añadió 500 µl de una solución azul de tripán al 0.4 % (0.2 mg/ml) (Gibco) para 
eliminar la señal fluorescente de las bacterias extracelulares. Las células se fijaron con 
paraformaldehído al 3.7 % en PBS durante 10 minutos a temperatura ambiente y se 
lavaron tres veces con PBS. Los cubres se montaron sobre portaobjetos con medio de 
montaje. Finalmente, las bacterias fagocitadas se contaron en un microscopio de 
fluorescencia. 
La cuantificación de la fagocitosis se caracteriza midiendo manualmente sobre 
el campo de observación en el microscopio, y se cuantifican alrededor de 100 
macrófagos elegidos al azar por condición. Se calculó el índice fagocítico (IF) 
multiplicando el porcentaje de células que han fagocitado por la media de bacterias 
fagocitadas por célula. 
Este ensayo se realizó para los macrófagos peritoneales murinos de tipo salvaje, 
macrófagos de tipo salvaje con la adición de rotenona (30 nM) (Sigma-Aldrich), 
macrófagos FASTK KO, la línea celular murina RAW 264.7, la línea celular murina RAW 
264.7 tratada con rotenona, y las células silenciadas en FASTK (shFASTK), y en las dos 
subunidades del complejo I generadas: NDUFS3 (shNDUFS3) y NDUFS4 (shNDUFS4). 
 
8. Ensayos de la actividad bactericida 
La actividad bactericida de los macrófagos se midió usando el ensayo de 
protección con gentamicina (Laroux et al., 2005). Es un ensayo de supervivencia 
bacteriana dentro del macrófago. Los macrófagos se sembraron en placas de 24 pocillos 
a una concentración de 5x105 células por pocillo por triplicado para condición y punto 
de tiempo. Las células se incubaron con bacterias en una relación 10:1 de 
bacterias:macrófago durante 1 hora a 37ºC para permitir la fagocitosis. Después de este 
tiempo de incubación las bacterias extracelulares no adherentes se eliminaron mediante 
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lavados con PBS, y se añadió la gentamicina al medio (100 µg/ml) durante 1 hora para 
eliminar las bacterias extracelulares adherentes. A las 2 horas, el medio se reemplazó 
por medio nuevo que contenía 10 µg/ml de gentamicina. A las 2, 6 y 24 horas, las células 
se lavaron con PBS para eliminar los residuos de gentamicina y se lisaron con agua 
estéril durante 15 minutos a temperatura ambiente. Se plaquearon varias diluciones del 
lisado celular en placas de agar Luria Bertani (Lennox) y se contaron las colonias 
crecidas (bacterias intracelulares viables) después de la incubación durante la noche a 
37ºC. 
En este experimento, los recuentos bacterianos en los puntos tempranos del 
ensayo (2 horas) reflejan la capacidad fagocítica. Mientras que los recuentos 
bacterianos en los tiempos 6 y 24 horas reflejan la capacidad bactericida. 
 
9. Determinación de los radicales libres de oxígeno 
 9.1. Quimioluminiscencia (reacción del luminol)  
Para determinar la producción de radicales libres de oxígeno, se utilizó el ensayo 
con luminol. El luminol es una sustancia permeable a las células que detecta los 
radicales dentro y fuera de la célula. En presencia de un oxidante, en este caso los iones 
de oxígeno y peróxidos que se generan durante el estallido oxidativo, el luminol se oxida 
por la adición de la peroxidasa de rábano picante (HRP, horseradish peroxidase). La 
quimioluminiscencia se detectó en 323 µl de muestra que contenían 2x105 macrófagos, 
200 µM luminol (Thermo Fisher Scientific) y 16U de HRP (Sigma-Aldrich) en una placa 
del luminómetro (Appliskan, Thermo Fisher Scientific). Las sustancias estimulantes 
fueron zymosán, E.coli y S.aureus, en una proporción bacteria ó zymosán a célula 100:1. 
Se realizó una preincubación durante 30 minutos a 37ºC en las situaciones en las que 
se empleaba el inhibidor rotenona (30 nM) (Sigma-Aldrich), y una incubación de 10 
minutos a 37ºC con luminol y HRP antes de iniciar la lectura en el luminómetro. 
Posteriormente se añadieron las bacterias y el zymosán, y se realizó la lectura cada 
cinco minutos durante 45 minutos. 
9.2. Citometría de flujo (MitoSOX Red) 
Los niveles O2- mitocondriales se determinaron empleando la sonda fluorescente 
Mitosox Red (Molecular Probes, Thermo Fisher Scientific). Es un colorante fluorógeno, 
derivado de hidroetidina, que se incorpora a las células vivas, y produce fluorescencia 
roja cuando se oxida con el anión superóxido dentro de la mitocondria. Para ello las 
células se incubaron en presencia de 2.5 µM de MitoSOX Red y fueron estimuladas con 
las bacterias durante 15 minutos a 37ºC. 
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La fluorescencia se determinó mediante citometría de flujo utilizando el citómetro 
Gallios Beckman Coulter en el Servicio de Citometría de Flujo del Instituto de Biología y 
Genética Molecular. MitoSOX Red se excitó a 488 nm y la emisión de fluorescencia se 
midió a 575 nm. La intensidad de la fluorescencia se expresó en escala logarítmica. 
Fueron analizadas un mínimo de 10.000 células. 
 
10. Clonación en vectores de expresión 
10.1. Digestión del vector y anillamiento de oligonucleótidos 
Se llevó a cabo la digestión de 2 µg del plásmido pGreenPuro siguiendo el 
protocolo de la casa comercial del vector, con 0.5 µl de las enzimas de restricción EcoRI 
y BamHI (20U/µl, NEB), 33.8 µl de H2O, 5 µl 10x NEB 3 buffer y 0.2 µl 100x BSA (Bovine 
Serum Albumin), durante dos horas a 37ºC. A partir de la electroforesis en gel de 
agarosa se cortó la banda obtenida, se purificó utilizando el kit de purificación QIAquick 
PCR (Qiagen) y se cuantificó mediante el espectrofotómetro de microvolúmenes 
(NanoDrop, Thermo Fisher Scientific). 
Los oligonucleótidos se disolvieron en H2O hasta una concentración final de 
20µM, y se realizó la reacción de anillamiento o annealing, reacción mediante la cual las 
secuencias complementarias del DNA o RNA de cadena simple se unen mediante 
enlaces puentes de hidrógeno, formando una cadena doble. Para ello se llevó a cabo la 
reacción de anillamiento en un volumen final de 20 µl: se empleó 1 µl de cada uno de 
los oligonucleótidos sentido y antisentido (concentración final de 1 µM cada 
oligonucleótido) y 18 µl del tampón de anillamiento (10 mM Tris, 50 mM de NaCl, 1mM 
EDTA). Se desnaturalizó la mezcla de reacción durante 2 minutos a 95ºC y se dejó 
enfriar lentamente a temperatura ambiente durante 30 minutos. Una vez que finalizó la 
reacción, la muestra se diluyó 1:20 en tampón 1X TE (10 mM Tris-HCl y 1 mM EDTA) o 
H2O libre de nucleasas para continuar con la reacción de ligación. 
 
10.2. Reacción de ligación 
Para realizar una ligación, se usó el DNA del vector digerido e inserto/s. La 
relación molar del DNA vector con respecto al DNA del inserto fue de 1:3. Se utilizó el 
kit de ligación Rapid DNA Dephos and Ligation Kit de Roche. 
Para llevar a cabo la reacción de ligación, en el primer paso se mezclaron el DNA 
del vector y el DNA del inserto en el tampón de dilución (5X DNA dilution buffer). Esto 
se llevó a cabo en un volumen final de 10 µl, que se ajustó con H2O ultrapura. A 
continuación, se añadieron 10 µl del tampón de ligación (2X T4 DNA ligation buffer) y se 
mezcló. Por último, se añadió 1 µl de la enzima ligasa (T4 DNA ligase) y se incubó 
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durante 15 min a temperatura ambiente. La reacción de ligación se utilizó 
inmediatamente para transformar en bacterias termocompetentes, o bien, se almacenó 
a -20ºC hasta su uso. 
10.3. Preparación de bacterias Escherichia coli DH5a químicamente 
competentes 
A partir de la cepa comercial, se obtuvieron en el laboratorio bacterias 
Escherichia coli DH5a químicamente competentes. En primer lugar, se sembraron las 
bacterias comerciales en una placa de LB-agar sin antibiótico, incubándose durante 16 
horas a 37ºC. Después se picó una colonia aislada y se cultivó en 2 ml de medio líquido 
LB durante 16 horas a 37ºC en agitación. Una vez transcurrido este tiempo se inoculó 1 
ml de este cultivo en 50 ml de LB líquido y se incubó de nuevo a 37ºC en agitación hasta 
obtener una densidad óptica (DO) a 600 nm de 0.4 a 0.6. A continuación, se centrifugó 
el cultivo bacteriano a 4.000 rpm durante 5 minutos a 4ºC. Se descartó el sobrenadante 
y se resuspendió el pellet de bacterias en 15 ml de tampón CMG (50 mM CaCl2 y 50 
mM MgCl2), y se incubó durante 15 minutos en hielo. Tras la incubación, la suspensión 
bacteriana se centrifugó en las mismas condiciones mencionadas anteriormente. Se 
descartó el sobrenadante y el pellet bacteriano se resuspendió en 3.6 ml de tampón 
CMG y se incubó de nuevo en hielo durante 5 minutos. Finalmente se añadieron 250 µl 
de DMSO y se incubó por última vez en hielo durante 5 minutos. Las bacterias 
competentes obtenidas se almacenaron en alícuotas a -80ºC. 
10.4. Transformación bacteriana 
Para realizar la transformación bacteriana, se descongelaron las bacterias 
Escherichia coli DH5a químicamente competentes en hielo. Se añadieron 50 ng de 
plásmido o 2 µl del producto de ligación (10-30 ng) a 50 µl de bacterias competentes. 
Se dejó la mezcla en hielo 20 minutos. Pasado este tiempo de incubación, la mezcla se 
sometió a un choque térmico de 55 segundos a 43ºC. Luego se incubó la muestra otros 
2 minutos en hielo, se añadió 1 ml de LB líquido y se incubó 1 hora a 37ºC en agitación. 
Posteriormente, se centrifugó la muestra 2 minutos a 12.000 rpm y se retiraron 850 µl 
del sobrenadante. Se resuspendió el pellet bacteriano, que se sembró en placa de LB 
agar en presencia del antibiótico de selección: ampicilina (50 µg/ml) cloranfenicol          





Material y Métodos 
 55 
10.5. Purificación de plásmidos a pequeña escala (miniprep) 
Se tomaron colonias aisladas de una placa de LB agar en presencia del 
antibiótico de selección, se cultivaron en 2 ml de medio LB líquido en presencia del 
mismo antibiótico durante toda la noche a 37ºC en agitación. El pellet bacteriano 
obtenido mediante la centrifugación del cultivo se resuspendió en 100 µl de buffer de 
resuspensión (50 mM Tris y 10 mM EDTA, pH 8.0). Luego, se añadieron 100 µl de buffer 
de lisis (0,1 M NaOH y 1 % SDS), se mezclaron los viales por inversión para mezclar 
las soluciones y se incubaron 4 minutos a temperatura ambiente. Transcurrido este 
tiempo, se añadieron 100 µl de buffer neutralizador (1.5 M de acetato potásico, pH 5.5), 
se mezcló nuevamente por inversión y se centrifugó 5 minutos a 15.000 rpm. Se recogió 
el sobrenadante y se añadieron 900 µl de etanol absoluto (100 %) frío para precipitar el 
DNA plasmídico. Se invirtieron los viales para mezclar las soluciones y se incubaron 
durante 10 minutos a -20ºC. Finalmente, se centrifugaron los viales a 15.000 rpm 
durante 10 minutos, tras lo cual se retiró el sobrenadante y se añadió sobre el pellet 700 
µl de etanol al 70 %. Se centrifugaron de nuevo los viales a 15.000 rpm durante 5 
minutos, se retiró el sobrenadante y se dejó secar el pellet durante 5 minutos a 
temperatura ambiente. Por último, se resuspendió el DNA plasmídico en 50 µl de TE 1X 
y se empleó el espectrofotómetro NanoDrop (Thermo Fischer) para su cuantificación. 
 
10.6. Purificación de plásmidos a mediana escala (midiprep) 
La extracción de plásmido a mediana escala se realizó utilizando el kit comercial 
PureLink™ HiPure Plasmid Filter Midiprep Kit (Invitrogen). El principio de este kit se 
basa en la lisis alcalina de las bacterias, seguido por la adsorción del DNA a una 
membrana de sílica presente en una columna. Esta columna separa el DNA del resto 
de la muestra. 
Las bacterias procedentes de 100 ml de cultivo se resuspendieron en 4 ml de 
tampón R3 (tampón de resuspensión). A continuación, se añadieron 4 ml de tampón L7 
(tampón de lisis), se mezclaron las soluciones mediante inversión y se incubaron 5 
minutos a temperatura ambiente. Después se añadieron 4 ml de tampón N3 (tampón 
neutralizador), se invirtieron los viales de nuevo para mezclar las soluciones. 
Posteriormente se centrifugaron a 12.000 rpm durante 10 minutos a 4ºC. Se añadió el 
sobrenadante a una columna de sílica previamente equilibrada con 10 ml de tampón 
EQ1 (tampón equilibrador). Cuando el líquido atravesó la membrana, la columna se lavó 
con 10 ml de tampón W8 (tampón de lavado). El DNA se eluyó con 5 ml de tampón E4 
(tampón de elución), se precipitó añadiendo 3.5 ml de isopropanol, y se centrifugó 30 
minutos a 9.500 rpm. El precipitado obtenido se lavó con etanol al 70 %, y se volvió a 
Material y Métodos 
 
 56 
centrifugar para eliminar los restos del alcohol. Finalmente, se resuspendió el DNA en 
TE, se cuantificó y almacenó a -20ºC. 
11. RNA de interferencia 
Para reducir la expresión específica de ciertas proteínas se emplearon shRNAs 
en las células RAW 264.7 (ver secuencias en tabla 6). Los insertos se clonaron en el 
vector pGreenPuro (System Biosciences), en los sitios de restricción BamHI/EcoRI de 
acuerdo a las instrucciones del fabricante, y como se ha detallado en el apartado 10 de 
Material y Métodos. Se comprobaron los insertos de shRNA a través de PCR y mediante 
el análisis por secuenciación de los productos de PCR positivos con los oligonucleótidos 
especificados en la tabla 7. El programa de PCR que se utilizó: un ciclo a 94ºC, 4 min; 
25 ciclos a 94ºC, 0.5 min y 68ºC, 1 min; y 1 ciclo a 68ºC, 2 min. El producto de PCR se 
visualizó en un gel de agarosa al 3 % de agarosa.  
11.1. Producción y transducción de lentivirus 
Se produjeron los lentivirus a través de una co-transfección en la línea celular 
293FT (Thermo Fisher Scientific) con el plásmido lentiviral de interés (los shRNAs 
diseñados se indican en la tabla 6) y los plásmidos de empaquetamiento (psPAX2 y 
pMD2.G), mediante el uso de TransIT X2 (Mirus Bio LLC). Se cambió el medio de cultivo 
a las células cultivadas en placas de seis pocillos (9.5 cm2) con una confluencia del 80% 
media hora antes de la transfección por medio completo sin antibiótico. Se formó el 
complejo de transfección utilizando 500 µl de Opti-MEM mezclándolo con 22.5 µg de 
DNA total (5 µg de pMD2.G, 7.5 µg de psPAX-2 y 10 µg del plásmido de transferencia 
que hemos generado), con 45 µl de TransIT X2 de acuerdo a las instrucciones del 
fabricante, y se dejó incubando la mezcla durante 20 minutos a temperatura ambiente 
para la formación de los complejos. A continuación, se añadió la mezcla a las células 
293FT en cultivo y se incubaron durante toda la noche a 37ºC a 7 % CO2. Tras la 
incubación, se cambió el medio de las placas por DMEM suplementado con NEAA y las 
células se mantuvieron en cultivo 48 horas más para facilitar la acumulación del 
lentivirus en el sobrenadante. Se recogieron los sobrenadantes virales a las 48-72 horas 
después de la transfección, se centrifugaron a 1.500 rpm durante 5 minutos y luego se 
pasaron a través de un filtro de 0.45 µm. 
El título lentiviral obtenido osciló según los diferentes experimentos entre 106-108 
partículas virales/ml lo que coincide con el rendimiento obtenido por otros autores 
(Kutner et al., 2009; Tang et al., 2015). 
Las células diana RAW 264.7 se transdujeron cuando estaban a una confluencia 
del 80 % y en presencia de polibreno (5 µg/ml). La selección en las células RAW 264.7 
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fue con puromicina (7 µg/ml) durante dos semanas. La integración de los vectores 
lentivirales que codifican para shRNAs se monitorizó mediante el microscopio de 
fluorescencia, ya que coexpresan GFP, y también a través de la separación celular por 
citometría (o cell sorting) con el citómetro FACS Aria (BD Biosciences). Se midió el nivel 
de silenciamiento para cada uno de los shRNA mediante qRT-PCR (utilizando los 
oligonucleótidos especificados en la tabla 8). 
11.2. Rescate del fenotipo 
Los experimentos de silenciamiento se habían hecho con shRNAs dirigidos a la 
región 5’ no traducida de FASTK (Tabla 6) en las células RAW 264.7 y se expresaron 
en vectores lentivirales, como se ha explicado en el apartado anterior. El silenciamiento 
del mRNA de FASTK se verificó mediante RT-qPCR. Tras la generación de las células 
silenciadas en FASTK mediante shRNA contra la región UTR, se realizaron las 
transfecciones para sobreexpresar FASTK (el cDNA sobreexpresado no posee la región 
5’UTR por lo que no es afectado para los shRNA) con TransIT X2, cada DNA plasmídico 
y Opti-MEM. Esta mezcla de transfección se incubó en las células durante 24 horas. Los 
DNA plasmídicos utilizados en esta transfección transitoria fueron: el vector RFP 
(pDsRed1-N1, Clontech), FASTK WT fusionado con RFP y FASTK delecionado en los 
primeros 34 aminoácidos y que comienza en la metionina interna posición 35 (M35) 
cedidos por la Dra. Nancy Kedersha (Universidad de Harvard, Boston, MA). Las células 
transfectadas se seleccionaron con 1 mg/ml de G418 (Sigma-Aldrich) y la expresión de 
RFP se comprobó utilizando el microscopio de fluorescencia. 
 
12. Aislamiento de RNA, síntesis de cDNA y PCR cuantitativa a tiempo real (qRT-
PCR) 
12.1. Extracción de RNA 
La extracción de RNA total se llevó a cabo empleando el reactivo TRIzol (Life 
Technologies). El TRIzol es un reactivo a base de fenol e isotiocianato de guanidina que 
mantiene la integridad del RNA mientras se lisan las células y se disuelven el resto de 
componentes celulares. Se añadió 1 ml de TRIzol a las células (aproximadamente por 
cada 5-10x106 células), se pipetearon las muestras y se incubaron durante 5 minutos a 
temperatura ambiente para permitir la disociación completa de los complejos 
nucleoproteicos. Se añadieron 200 µl de cloroformo por cada mililitro de TRIzol, se 
agitaron los tubos durante 15 segundos y se incubaron durante 2 o 3 minutos. 
Posteriormente se centrifugaron las muestras a 12.000 g durante 15 minutos a 4ºC, 
observando dos fases: la fase superior o fase acuosa donde se encuentra el RNA, la 
inferior roja que pertenece al fenol y cloroformo, y una interfase entre ambas que 
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contiene el DNA y las proteínas. Se transfirieron cada una de las fases acuosas a tubos 
nuevos. El RNA se precipitó mezclándolo con isopropanol (500 µl), se incubaron las 
muestras a temperatura ambiente durante 10 minutos y se centrifugaron a 12.000 g 
durante 10 minutos a 4ºC. El precipitado de RNA formó un pellet, se lavó con 1 ml de 
etanol al 75 % y se dejó secar unos 5-10 minutos. El RNA total se resuspendió en agua 
libre de ribonucleasas, con DNasa (Ambion) para eliminar posibles restos de DNA 
contaminante y se almacenó a -80ºC para su posterior uso. La concentración y pureza 
del RNA fueron determinadas con el Nanodrop (Thermo Scientific), utilizando la relación 
de absorbancias A260/280. 
12.2. Síntesis de cDNA 
La reacción de transcripción inversa, retrotranscripción del mRNA a cDNA, se 
llevó a cabo partiendo de 0.5 µg de RNA total, con el kit de síntesis iScript cDNA          
(Bio-Rad) siguiendo las instrucciones del fabricante. En el tubo de PCR mezclamos el 
RNA, 4 µl de buffer 5X (incluye los oligonucleótidos poli-dT que hibridan con las 
secuencias poli(A) de los mRNAs y hexanucleótidos degenerados), 1 µl (200 U/µl) de 
transcriptasa reversa (retrotranscriptasa) del virus de la leucemia murina de Moloney 
(MMLV, Moloney Murine Leukemia Virus) y H2O hasta completar 10 µl. Los tubos se 
incubaron primero a 25ºC durante 5 minutos, y luego a 42ºC durante 30 minutos para 
permitir la transcripción inversa del RNA, seguido de 85ºC durante 5 minutos para 
desnaturalizar la enzima retrotranscriptasa. El cDNA se conserva a -80ºC hasta su uso. 
 
12.3. PCR cuantitativa a tiempo real (qRT-PCR) 
La determinación de los niveles de expresión de mRNA se realizó mediante la 
técnica de qRT-PCR. Para ello se utilizó el kit comercial SYBR Green Supermix          
(Bio-Rad) siguiendo las especificaciones del fabricante. Las amplificaciones se hicieron 
en un volumen final de 25 µl por pocillo en placas de 96 pocillos: 5 µl del cDNA (10 ng 
de RNA/µl), 12.5 µl de la mezcla SYBR Green, 1 µl de la mezcla de cebadores sentido 
y antisentido (cada uno a una concentración de 10 pmol/µl) y H2O hasta completar el 
volumen de 25 µl. 
Las condiciones que se siguieron fueron 1 ciclo de 1 minuto a 95ºC y 40 ciclos 
de 15 segundos a 95ºC, 30 segundos a 60ºC y 40 segundos a 72ºC. Los experimentos 
se diseñaron para comparar los niveles relativos de cada tránscrito. Los cambios en la 
expresión génica relativos se determinaron usando el método 2-DDCT, y las 
cuantificaciones se han referido a la expresión de los genes 18S o b-actina 
(housekeeping genes ó genes normalizadores) (Tabla 8). Se llevaron a cabo tres 
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réplicas de PCR independientes para todos los genes de interés en el aparato 
LightCycler 480 (Roche). Los análisis de la curva de fusión se realizaron al final de cada 
lectura para garantizar que solo se amplificara un producto. 
 
13. Ensayos de apoptosis y viabilidad celular 
Para analizar la fragmentación del DNA celular se empleó la técnica TUNEL 
(Terminal deoxyribonucleotidyl transferase mediated dUTP Nick End Labeling). Es un 
método basado en detectar la aparición de los extremos 3’-OH libres, como 
consecuencia de la fragmentación del DNA celular durante la apoptosis, con nucleótidos 
dUTP (Deoxyuridine Triphosphate) fluoresceinados por medio de la enzima 
desoxirribonucleotidil transferasa terminal (TdT, Terminal deoxynucleotidyl transferase). 
Se llevó a cabo con el kit comercial In situ Cell Death Detection Kit (Roche) según 
las instrucciones del fabricante. En este ensayo se partió de los macrófagos peritoneales 
murinos de tipo salvaje. Estas células fueron tratadas con rotenona (30 nM, 24 horas), 
y para inducir la apoptosis los macrófagos se irradiaron a 100 mJ/cm2 utilizando un 
Stratalinker 2400 (Stratagene), y se incubaron durante 4 horas. Una vez concluido el 
experimento, las células cultivadas sobre cubres de vidrio se fijaron con la solución de 
fijación con paraformaldehído al 4 % durante 20 minutos a 15-25ºC. Posteriormente las 
muestras se lavaron durante 30 minutos con PBS, y se permeabilizaron en la solución 
de 0.1 % Tritón X-100 en 0.1 % citrato de sodio (solución de permeabilización) durante 
2 minutos en hielo. A continuación, previo a los procedimientos de marcaje, los controles 
positivos se incubaron con la DNasa I recombinante (3 U/ml en 50 mM Tris-HCl, pH 7.5, 
1 mg/ml BSA) durante 10 minutos para inducir la rotura de las hebras del DNA. 
Posteriormente, las células se lavaron con PBS y se añadió en las muestras problemas 
y en los controles positivos 50 µl/pocillo de la mezcla de reacción TUNEL, que contenía 
la enzima desoxirribonucleotidil transferasa terminal y los nucleótidos fluoresceinados. 
Mientras que los controles negativos se incubaron con 50 µl de la solución del kit 
denominada label solution que contenía solo la mezcla de nucleótidos dUTP. Las 
muestras se incubaron durante 60 minutos a 37ºC en oscuridad. Finalmente se 
realizaron tres lavados con PBS y se llevó a cabo la tinción de los núcleos con Hoechst 
33258 (0.5 µg/ml concentración final) (Sigma-Aldrich), durante 5-10 minutos y se lavaron 
con PBS. Los cubres se montaron sobre portaobjetos con medio de montaje, y se 
analizaron las muestras en el microscopio de fluorescencia (Leica DMI3000 B). Para el 
análisis se seleccionaron tres campos al azar y se cuantificaron 200-300 células por 
muestra, en tres experimentos independientes. La viabilidad celular se determinó 
contabilizando las células muertas y se normalizaron frente al número total de células. 
 




14. Análisis de proteínas 
14.1. Obtención de extractos proteicos 
Para la extracción de proteínas partimos de macrófagos peritoneales murinos 
sometidos a la estimulación establecida en el estudio. Estas células se lavaron dos 
veces con PBS y se centrifugaron. El pellet obtenido se resuspendió en 1 ml de buffer 
RIPA (20 mM Tris-HCl pH 7.4, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 0.1 ácido deoxicólico, 1 % 
Nonidet P-40, 0.1 % SDS) suplementado con 10 µl del cocktail de inhibidores de 
proteasas (Sigma-Aldrich) y se incubó durante 30 minutos en hielo. Los lisados se 
centrifugaron a 10.000 g durante 10 minutos a 4ºC. Posteriormente se cuantificaron las 
proteínas en cada uno de los sobrenadantes mediante el método de Bradford (Bio-Rad). 
Se cogieron alícuotas de 20 µg de proteínas de cada muestra y se mezclaron 
con tampón de carga Laemmli (50 mM Tris-HCl pH=6.8; 2 % SDS; 10 % glicerol; 1 % 
azul de bromofenol; 25 nM ditiotreitol). Se utilizaron las proteínas para separarlas en un 
gel de poliacrilamida o se congelaron a -80ºC para su posterior uso. 
14.2. Electroforesis en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) 
Para la separación de las proteínas, las muestras se sometieron a electroforesis. 
Las proteínas fueron desnaturalizadas, se hirvieron a 95ºC durante 5 minutos en 
presencia del tampón de carga Laemmli. Las muestras se cargaron en un gel de 
poliacrilamida (10 %) (Tabla 10), y también se añadió el marcador de peso molecular 
(Fisher Scientific), de tal forma que se separaron en función de su tamaño por migración 
hacia el polo positivo. 
La electroforesis se realizó utilizando el tampón Tris-Glicina (2.5 mM Tris, 19.2 
mM de glicina, 0.01 % de SDS, pH=8.3), durante 15 minutos a 50V, seguido de 
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Tabla 10. Preparación de los geles de poliacrilamida, el gel separador y el gel 
concentrador. (TEMED, N,N,N ‘,N ‘-tetrametiletilenediamina) 
 
 
14.3. Análisis mediante Western blot: transferencia e inmunodetección 
Finalizada la electroforesis los geles fueron utilizados para realizar un Western 
blot. Se realizó la transferencia de los geles SDS-poliacrilamida a membranas de PVDF 
(Polyvinylidene Fluoride) previamente tratadas con metanol y lavadas con agua. La 
transferencia se realizó durante 60 minutos a 110 V en el aparato semi-seco Trans-Blot 
SD Semi-Dry Transfer Cell (Bio-Rad) usando un tampón de transferencia 1X (Tris 25 
mM, glicina 192 mM, metanol 10 %). Posteriormente, la membrana se bloqueó con una 
solución de bloqueo TTBS 1X (20 mM Tris base; 150 mM NaCl; 0.1 % Tween20;             
pH = 7.6) al 5 % de leche en polvo y 5 % de BSA durante 60 minutos a temperatura 
ambiente. Tras el bloqueo, se realizaron lavados con TTBS e incubamos la membrana 
en presencia del anticuerpo monoclonal de conejo anti-AMPKa (Cell Signaling, #2532) 
diluido 1:1.000 en solución con 1 % de leche en polvo en TTBS 1X durante toda la noche 
a 4ºC en agitación. El otro anticuerpo monoclonal de conejo que se utilizó fue                
anti-phospho-AMPKa Thr172 (Cell Signaling, #2531) y la actina (Sigma-Aldrich) como 
control de carga. 
Al día siguiente se realizaron tres lavados de 10 minutos cada uno con TTBS 1X, 
con el fin de eliminar completamente el anticuerpo primario no adherido específicamente 
a la membrana, y se incubó la membrana en presencia del anticuerpo secundario       
anti-conejo conjugado marcado con peroxidasa de rábano (Amersham) diluido 1:5.000 
en TTBS 1X durante 60 minutos a temperatura ambiente en agitación. Tras la incubación 
con el anticuerpo secundario, se realizaron tres lavados de 10 minutos cada uno con 
TTBS 1X, para eliminar el anticuerpo secundario no adherido específicamente a la 
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membrana. Por último, se realizó la detección de las proteínas mediante 
quimioluminiscencia. Para ello se utilizó el kit de revelado Pierce ECL Western Blotting 
Substrate (Thermo Scientific), empleando el líquido de revelado. Se incubó a 
temperatura ambiente en agitación durante 1 minuto, se quitaron los restos del reactivo 
y se reveló la membrana. La película fotográfica y la membrana fueron enfrentadas a 
diferentes tiempos hasta encontrar aquel en el que se apreciaron mejor las proteínas en 
el estudio. Las películas fotográficas se revelaron con un equipo Curix-60 (AGFA). 
La intensidad de las bandas se determinó mediante análisis densitométricos 
utilizando el software ImageJ. 
 
15. Análisis estadístico 
Los datos se expresaron como medias ± error estándar de la media (SEM). Para 
el análisis estadístico se usó la prueba t de Student pareada (paired) y no pareada 
(unpaired) para la comparación de dos grupos, de al menos tres experimentos 
independientes. En experimentos con comparaciones múltiples, se utilizó la prueba de 
ANOVA con Bonferroni. 
Se consideraron diferencias estadísticamente significativas cuando p<0.05 (*), 
p<0.01(**) y cuando p<0.001 (***). 
Los gráficos se realizaron utilizando el software GraphPad Prism versión 5, Adobe 















































El trabajo de esta tesis representa el análisis del papel de la proteína mitocondrial 
FASTK en el sistema inmunitario innato, en particular en la regulación de la fagocitosis 
no opsónica y los mecanismos que subyacen al fenotipo estudiado. La generación de 
los ratones deficientes en la proteína FASTK en el laboratorio nos ha permitido realizar 
el estudio de investigación en el que se desarrolla parte de esta tesis doctoral. 
1. Papel del complejo I en la capacidad fagocítica de los macrófagos 
peritoneales murinos 
Se ha descrito que la deficiencia de FASTK tanto en la línea celular 143B como 
en diferentes tejidos de ratón, como músculo esquéletico y cardíaco, resulta en la 
disminución de la actividad del complejo I del 50 %, demostrando que mitoFASTK es 
esencial para la biogénesis del mRNA ND6 (Jourdain et al., 2015). Además, los estudios 
previos realizados en nuestro laboratorio muestran una disminución del 41.1 % en la 
actividad del complejo I de la cadena respiratoria mitocondrial en los macrófagos 
murinos peritoneales deficientes en la proteína FASTK (KO), mientras que las 
actividades de los otros complejos no se muestran alteradas. También sabemos que en 
los macrófagos murinos deficientes en la proteína FASTK hay un aumento de la 
fagocitosis no opsónica de bacterias. 
Teniendo en cuenta estos antecedentes, nos planteamos estudiar si la 
disminución de la actividad del complejo I es responsable de la fagocitosis no opsónica. 
Para ello se emplea la inhibición química usando rotenona, flavonoide de origen vegetal 
que ha sido tradicionalmente empleado como pesticida, y que es un inhibidor específico 
del complejo I mitocondrial (NADH deshidrogenasa). 
1.1. Efecto de la rotenona en la viabilidad celular 
En primer lugar, en el laboratorio se ha determinado la concentración de 
rotenona que se requiere para una inhibición del 50 % (IC50, inhibitory concentration 
50) en la actividad del complejo I en los macrófagos peritoneales murinos, que resultó 
ser de 30 nM. Este resultado concuerda con los datos descritos en la literatura (Emmrich 
et al., 2013; Zhou et al., 2012; Chang et al., 2011) que utilizan dosis similares. Además, 
esta inhibición del 50 % es similar a la observada en la actividad del CI mitocondrial en 
los macrófagos peritoneales murinos deficientes en FASTK, como se ha descrito 
anteriormente. 
Inicialmente planteamos realizar ensayos de viabilidad celular en los macrófagos 
peritoneales de tipo salvaje (WT) en presencia de rotenona, antes de llevar a cabo los 




durante 24 horas, y se evaluó la viabilidad celular mediante la técnica de exclusión del 
colorante azul de tripán y la apoptosis con ensayos de TUNEL. La técnica TUNEL marca 
los extremos 3’OH que quedan libres durante la fragmentación del DNA nuclear con 
nucleótidos dUTP fluoresceinados por medio de la enzima desoxirribonucleotidil 
transferasa terminal, de manera que es posible detectar in situ por técnicas de 
microscopia de fluorescencia en qué células están teniendo lugar los procesos de 
muerte. 
Como se observa en la figura 19A-B, los resultados obtenidos mediante el 
ensayo de TUNEL, mostraron que la rotenona a 30 nM no tenía un efecto en la viabilidad 
celular ni en la fragmentación del DNA nuclear en las células después de 24 horas de 
tratamiento, mientras que en las células sometidas a radiación ultravioleta (100 mJ, 
control positivo) sí que se observó una fragmentación del DNA (Figura 19A). 
 
Figura 19. Evaluación de la toxicidad del inhibidor específico del complejo I 
mitocondrial, la rotenona, en macrófagos peritoneales murinos. (A) La viabilidad y la 
apoptosis en macrófagos peritoneales murinos tratados con rotenona (30 nM) durante 24 horas. 
La viabilidad celular se determinó mediante tinción por exclusión con azul de tripán al 0.2 % en 
tampón fosfato (PBS) y contaje con la cámara de Neubauer. Las células apoptóticas se 
detectaron con el ensayo de TUNEL. Los núcleos se tiñeron con Hoeschst 33342. Se 
representan los datos normalizados al control no tratado, de tres experimentos independientes 
(n=3) como medias±error estándar. Test t de student. (B) Imágenes representativas del ensayo 
de muerte celular mediante TUNEL (rojo) y Hoechst (azul) en macrófagos WT (control), células 
WT tratadas con rotenona y células sometidas a UV (control positivo) (aumento 20x). ***p<0.001 
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1.2. Efecto de la rotenona en la fagocitosis no opsónica 
Una vez hubimos comprobado que la rotenona no afecta a la viabilidad celular, 
se llevaron a cabo los ensayos de fagocitosis en presencia de esta droga para 
determinar si la inhibición farmacológica del complejo I mitocondrial regula la capacidad 
fagocítica de los macrófagos. Se emplearon los macrófagos murinos peritoneales de 
tipo salvaje (WT), en presencia de las bacterias no opsonizadas E.coli y S.aureus, 
inactivadas con calor y marcadas con FITC, en una relación de 50:1 bacterias por célula 
durante una hora. Después de la incubación y tras varios lavados con PBS, las células 
se incubaron con azul de tripán con el fin de eliminar la señal fluorescente (quenching) 
de las bacterias extracelulares. Posteriormente, las células se lavaron con PBS y se 
fijaron añadiendo paraformaldehído a una concentración final del 4 %. Las células se 
lavaron de nuevo con PBS y los cubres se montaron sobre portaobjetos con medio de 
montaje. La fagocitosis se midió por microscopia de fluorescencia, mediante el índice 
fagocítico (IF), que se calcula multiplicando el porcentaje de macrófagos que habían 
fagocitado por la media de bacterias fagocitadas por macrófago. Como se muestra en 
la figura 20, el IF frente a E.coli está aumentado de forma significativa en los 
macrófagos tratados con rotenona (148.4 ± 4 %) respecto a los controles de tipo salvaje 
(WT) (100 ± 1.95 %, p=0.002). De forma similar, el IF frente a S.aureus está aumentado 
en los macrófagos WT tratados con rotenona (123.4 ± 3.5 %) en comparación con los 
controles WT (103.1 ± 7.5 %, p=0.035), aunque en este caso el aumento observado en 
la fagocitosis es menos significativo respecto al IF frente a la bacteria E.coli (Figura 20 
y 21). 
Estos resultados se compararon con el índice fagocítico de los macrófagos 
expuestos a partículas inertes de látex (beads) y a zymosán. El IF para las partículas 
inertes de látex marcadas con fluoresceína (beads, 2.0 µm), utilizadas como control de 
la ingesta, es similar en ambos grupos de macrófagos (100 ± 4.33 % versus                      
100 ± 3.21 %, p=1). También se cuantificó la captación de partículas de zymosán, 
comparando el IF de los macrófagos WT y las células WT tratadas con rotenona. Como 
se puede observar en la figura 20, no hay diferencias significativas en el IF entre los 
dos grupos de células (100 ± 2.35 % versus 99.37 ± 3.4 %, p=0.88). En las gráficas 











Figura 20. Índice fagocítico (IF) de E.coli, S.aureus, Beads (látex beads) y 
zymosán, en macrófagos peritoneales murinos tratados con el inhibidor 
específico del complejo I, rotenona. Los macrófagos salvajes (WT) tratados con el inhibidor 
específico del complejo I mitocondrial, la rotenona (30 nM) durante 24 horas, y no tratados con 
rotenona se incubaron con bacterias marcadas con fluoresceína (FITC), partículas inertes de 
látex (beads) y zymosán a una concentración aproximadamente de cincuenta bacterias o 
partículas por célula para provocar la fagocitosis en las células. Se representa en blanco las 
células WT, frente a las barras grises que representan las células tratadas con rotenona. Se 
representa la media ± error estándar (n>7 experimentos independientes). *p<0.05, ** p<0.01 (test 
t de Student). 
Por lo tanto, los macrófagos tratados farmacológicamente con rotenona 
presentan un aumento del índice fagocítico para las bacterias no opsonizadas, mientras 
que el IF frente a las partículas de zymosán y a las partículas inertes de látex (beads) 
no opsonizadas no muestran cambios en los macrófagos tratados con rotenona. Estos 
resultados se correlacionan con los obtenidos en los macrófagos deficientes en la 
proteína FASTK (estudio previo realizado en nuestro laboratorio). Los experimentos 
también se han llevado a cabo con otras dosis diferentes de rotenona, 10 y 100 nM (no 
se muestran los datos), obteniendo resultados muy similares a los macrófagos inhibidos 
con la dosis de rotenona (30 nM) empleada en el estudio. 
Figura 21. Imagen representativa de microscopia de la fagocitosis en macrófagos 
tratados con rotenona. En la parte superior de la figura se muestra la fagocitosis de la 
bacteria S.aureus marcada con FITC, mientras que en el panel inferior se representa la bacteria 




1.3. Efecto de la rotenona en los macrófagos sobre la actividad bactericida 
A la vista de los hallazgos experimentales previos, se determinó la actividad 
bactericida mediante el ensayo de protección con gentamicina de los macrófagos WT 
tratados con rotenona. Durante este ensayo se emplearon bacterias vivas con el objetivo 
de estudiar la supervivencia bacteriana dentro del macrófago. Así pues, antes de 
comenzar con los ensayos de protección con gentamicina fue importante validar si la 
rotenona tiene un efecto en el crecimiento de las bacterias. Para ello se calculó la 
velocidad media de crecimiento (k) (Prescott et al., 2008) de los microorganismos 
empleados durante el estudio, en presencia y ausencia del inhibidor. Desde el punto de 
vista microbiológico un organismo muere cuando pierde la capacidad de dividirse, y no 
puede formar una colonia sobre un medio de cultivo. La velocidad media de crecimiento 
para E.coli es k=0.35 ± 0.009 generación/hora en presencia de rotenona y                 
k=0.37 ± 0.001 generación/hora en ausencia de rotenona (control) en medio de cultivo. 
La velocidad media de crecimiento para S.aureus es k=0.45 generación/hora en 
presencia de rotenona y k=0.45 ± 0.0006 generación/hora en ausencia de rotenona. 
Como se observa en la figura 22, pudimos comprobar que no hay diferencias 
significativas en la velocidad de crecimiento en presencia de rotenona en comparación 
con el control para los dos tipos de bacterias (p=0.9358 para E.coli y p=0.9632 para 
S.aureus), es decir, la rotenona no tiene un efecto en el crecimiento bacteriano. 
 
Figura 22. Velocidad de crecimiento de las bacterias en presencia del inhibidor.  
A. Velocidad de crecimiento de la bacteria Gram negativa en presencia y ausencia de la 
rotenona. B. Velocidad de crecimiento de la bacteria Gram positiva en presencia y ausencia de 
la rotenona. Se representan los datos de tres experimentos independientes (n=3) (test t de 
Student). 
 
Una vez que comprobamos que la rotenona no afecta al crecimiento bacteriano, 




expusieron a bacterias durante 1 hora y tras este periodo de incubación el medio se 
reemplazó por medio que contenía gentamicina. 
Como se muestra en la figura 23, el número de bacterias que sobreviven en el 
ensayo de protección con gentamicina es similar en los macrófagos tratados con 
rotenona y en los que no están tratados a las 6 y 24 horas tras la infección. A las 6 horas 
las diferencias no son estadísticamente significativos en las células WT (controles) 
respecto a las células tratadas con rotenona frente a E.coli (855 ± 1.38 UFC/pocillo 
versus 1275 ± 1.20 UFC/pocillo, p>0.05) y frente a S.aureus (19175 ± 11.07 UFC/pocillo 
versus 21550 ± 30.50 UFC/pocillo, p>0.05), ni a las 24 horas en E.coli                               
(780 ± 1.58 UFC/pocillo versus 820 ± 0.5 UFC/pocillo, p>0.05) y en S.aureus            
(14337 ± 12.37 UFC/pocillo versus 15375 ± 12.60 UFC/pocillo, p>0.05).  
Mientras que, a las 2 horas tras la infección, el número de bacterias E.coli y 
S.aureus que sobreviven en el ensayo de protección con gentamicina es 
estadísticamente significativo en las células tratadas con rotenona respecto a los 
controles WT para E.coli (4837 ± 1.80 UFC/pocillo versus 2827 ± 0.98 UFC/pocillo, 
p<0.001) y para S.aureus (38487 ± 25.56 UFC/pocillo versus 27725 ± 19.94 UFC/pocillo, 
p<0.01). Este resultado era esperado dado que el número de bacterias que se recuperan 
a las 2 horas en el ensayo de protección a la gentamicina se correlaciona con la 
capacidad fagocítica ya estudiada. Estos datos demuestran que la actividad bactericida 
no está alterada en los macrófagos tratados con rotenona. 
 
Figura 23. Capacidad fagocítica y actividad bactericida en los macrófagos 
peritoneales murinos de tipo salvaje y los tratados con rotenona en E.coli y 
S.aureus. Los macrófagos salvajes (WT) (en blanco) y macrófagos tratados con el inhibidor 
específico del complejo I mitocondrial, la rotenona (30 nM) (en gris) durante 2, 6 y 24 horas, se 
incubaron con bacterias a una concentración aproximadamente de diez bacterias por célula para 
provocar la fagocitosis en las células. La actividad bactericida se determinó por el ensayo de 
protección con gentamicina. Se muestran los números de unidades formadoras de colonias por 
pocillo (UFC/pocillo) en E.coli (x102) y en S.aureus (x103) obtenidos a las 2, 6 y 24 horas después 
de la infección. Se muestra la media ± error estándar (n>7 experimentos independientes).                
** p<0.01, ***p<0.001, (ANOVA two way. Post-test Bonferroni). 
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En paralelo a estos experimentos descritos y teniendo en cuenta que los 
radicales de oxígeno son importantes en la actividad bactericida (muerte bacteriana o 
killing), también se estudió la producción de radicales reactivos de oxígeno, como el 
radical superóxido O2- y el oxígeno singlete, producidos principalmente por las enzimas 
unidas al fagosoma como la NADPH oxidasa. Para ello, se determinaron mediante el 
ensayo de quimioluminiscencia con luminol. El luminol es una sustancia permeable a 
las células que detecta los radicales intracelulares y extracelulares, especialmente el 
radical superóxido, el peróxido de hidrógeno, y el radical hidroxilo (Mahfouz et al., 2009). 
La presencia de un oxidante, en este caso los iones de oxígeno y los peróxidos que se 
generan durante la explosión oxidativa, permite que el luminol se oxide. Esta reacción 
se puede catalizar mediante la adición de la peroxidasa de rábano picante (HRP, 
horseradish peroxidase), y el luminol experimenta un cambio de conformación que a su 
vez conduce a la emisión de luz (Brungs et al., 2015). Los macrófagos WT, FASTK KO, 
y WT tratados con rotenona (30 nM), se expusieron a las bacterias E.coli, S.aureus y 
partículas de zymosán, en presencia del luminol y la HRP. La señal de luminiscencia se 
cuantificó cada cinco minutos en el luminómetro (Appliskan, Thermo Fisher Scientific). 
El análisis que se llevó a cabo confirmó que los macrófagos WT, los macrófagos 
deficientes de FASTK (KO), y los macrófagos WT tratados con rotenona no muestran 
diferencias significativas en los niveles de ROS en el ensayo del luminol (Figura 24). 
Estos datos se correlacionan con los datos anteriores obtenidos en el ensayo de 
protección con gentamicina a las 6 horas y 24 horas. Estos resultados demuestran que 
la producción de ROS intracelulares en las células estimuladas con bacterias no está 



















Figura 24. Producción de especies reactivas de oxígeno (ROS) en el ensayo de 
quimioluminiscencia basado en luminol. Producción total de ROS intracelular en 
presencia de las bacterias indicadas y de zymosán durante 45 minutos. Se analizaron por 
quimioluminiscencia con el ensayo de luminol en presencia de horseradish peroxidase (HRP) 
como se describe en la sección de Material y Métodos. Los datos se expresan en unidades 
relativas de luz (URL)/min (x103 células). Se muestran la media ± SEM (n>6 experimentos 
independientes), p>0.99 (Two way ANOVA). 
En conjunto, los resultados obtenidos indican que la capacidad intracelular de 
eliminar bacterias es independiente del complejo I mitocondrial, debido a que la 
actividad bactericida está inalterada en los macrófagos peritoneales murinos WT 
tratados con rotenona y las células deficientes en FASTK (KO) en comparación con el 
control (WT). Precisamente estos hallazgos concuerdan con el hecho previamente 
descrito en el laboratorio, mediante el ensayo de protección a la gentamicina en los 
macrófagos FASTK KO, de que la capacidad intracelular para eliminar bacterias era 






2. Análisis de la función del complejo I en la fagocitosis no opsónica en la línea 
celular RAW 264.7 
Una vez se estudió la inhibición química en los macrófagos peritoneales murinos, 
se llevó a cabo la inhibición genética de las subunidades del complejo I: NDUFS3 y 
NDUFS4, con el fin de estudiar el papel del complejo I en la regulación de la fagocitosis 
no opsónica. Para realizar el silenciamiento de cada una de las subunidades indicadas 
se ha utilizado la línea celular de macrófagos murinos RAW 264.7, establecida a partir 
de un tumor inducido por el virus de la leucemia murina de Abelson. 
En el estudio de Vogel et al., se ha demostrado que NDUFS3 es una subunidad 
catalítica que tiene un papel vital en el ensamblaje correcto del complejo I (Vogel et al., 
2007), pues codifica uno de los componentes de la proteína hierro-azufre de este 
complejo. Mientras que la subunidad NDUFS4 no está directamente involucrada en el 
transporte de electrones, sino que está implicada en la estabilidad del complejo I (Kruse 
et al., 2008; Kahlhöfer et al., 2017). Las mutaciones en estos dos genes están asociadas 
con el síndrome de Leigh que resulta de la deficiencia del complejo I mitocondrial. 
En todos los experimentos de la fagocitosis no opsónica se han empleado como 
controles positivos para valorar el modelo, el silenciamiento de la proteína FASTK y la 
inhibición química con rotenona en esta línea celular. Debido a las siguientes evidencias 
halladas recientemente en nuestro laboratorio se silenció FASTK en la línea celular 
RAW 264.7 para emplearlo como control positivo: (i) la ausencia de la proteína 
mitocondrial FASTK en los macrófagos peritoneales murinos produce un aumento en la 
fagocitosis no opsónica de bacterias, y (ii) se ha descrito en estos macrófagos una 
disminución del 41.1 % en la actividad del CI. 
2.1. Diseño, síntesis de los oligonucleótidos y clonación de los shRNA en el 
vector pGreenPuro 
Para la generación de la línea celular RAW 264.7 deficiente para NDUFS3, 
NDUFS4 y para FASTK (control positivo) se silenciaron estas subunidades utilizando 
vectores lentivirales que codificaban para los constructos shRNA. Las secuencias 
completas de cada uno de los genes a silenciar se obtuvieron de la base de datos de 
secuencias proporcionados por NCBI (National Center for Biotechnology Information) 
(RefSeq). Una vez identificadas las secuencias, se diseñaron los oligonucleótidos (entre 
3 a 5 secuencias diana) de 19 pares de bases (19-mer) para cada gen de interés. Para 
ello se ha utilizado el programa online 
(http://cancan.cshl.edu/RNAi_central/RNAi.cgi?type=shRNA) del laboratorio de Gregory 
Hannon (Hannon Lab), recomendado por el Manual del vector pGreenPuro que se ha 




los oligonucleótidos que indicaba el Manual que incluyen la adición de una secuencia 
loop (de bucle) entre la cadena sentido y antisentido; una secuencia de terminación 
TTTTT para la RNA polimerasa III, y secuencias para los sitios de restricción BamHI y 
EcoRI flanqueando los oligonucleótidos para la clonación direccional de los mismos en 
el vector pGreenPuro. 
Se llevó a cabo la clonación de los insertos shRNA en el vector pGreenPuro. En 
primer lugar, se linearizó el vector pGreenPuro por digestión con las enzimas de 
restricción BamHI y EcoRI, situadas cerca del promotor H1, mediante una digestión 
durante dos horas, y se purificó el plásmido. 
En segundo lugar, los oligonucleótidos diseñados se anillaron y se realizó la 
ligación con el vector linearizado. Posteriormente, se transformó el producto de la 
ligación para cada shRNA en bacterias E.coli competentes siguiendo el protocolo 
descrito en Material y Métodos. Las colonias que se obtuvieron del producto de la 
ligación eran resistentes a ampicilina (50 µg/ml), y se utilizaron para la extracción del 
DNA plasmídico mediante mini y midiprep. Se comprobó su pureza y se analizaron 
mediante PCR con los primers indicados en Material y Métodos (Tabla 7) para verificar 
la correcta ligación de los insertos en el vector. El tamaño esperado de los clones sin el 
inserto fue un producto de 105 bp, mientras que el de los clones amplificados con el 
inserto shRNA fue entre 150-170 bp (Figura 25). Por último, se confirmaron si los 
plásmidos obtenidos tenían el inserto correctamente clonado mediante secuenciación 
(Anexo I) de los productos positivos de PCR con los primers indicados en la sección de 
Material y Métodos (Tabla 7). 
 
Figura 25. Análisis por PCR utilizando los primers del screening para shRNAs en 
el vector pGreenPuro. Los clones sin el inserto dan un producto de 105 bp. El tamaño 




2.2. Producción de partículas virales shRNA y transducción en células 
Una vez que se realizó la clonación, se procedió a la transfección en las células 
empaquetadoras 293FT utilizando TransIT X2. Para ello se utilizaron dos plásmidos 
comerciales (psPAX2 y pMD2.G) y cada uno de los plásmidos “silenciadores” (NDUFS3, 
NDUFS4, ó FASTK). El plásmido psPAX2 posee los genes que codifican para las 
proteínas Gag, Pol, que forman las proteínas de la envuelta, Tat que es una proteína 
que regula el aumento de la eficiencia de la transcripción viral y Rev que es una proteína 
que permite la exportación desde el núcleo al citoplasma de los fragmentos de mRNA 
que contienen el elemento RRE para producir el genoma viral. El plásmido pMD2.G 
contiene el gen que codifica para la glicoproteína del virus de estomatitis vesicular y es 
una proteína involucrada en la formación de la envoltura viral. Tras la transfección, a las 
48 horas se obtuvieron los lentivirus, como se explica en la sección de Material y 
Métodos, por ultracentrifugación del sobrenadante del cultivo celular. Para el cálculo del 
título viral se utilizó qRT-PCR del cDNA obtenido a partir del vector lentiviral, y fue de 
entre 106-108 partículas virales/ml. 
En los experimentos de transducción se sembraron 100.000 células RAW 264.7 
en una placa de 24 pocillos y se realizó la transducción en las células un día después. 
Los lentivirus se dejaron incubar durante 12 horas, tras este tiempo se retiró el medio y 
se sustituyó por medio completo en presencia de puromicina como antibiótico de 
selección. Dado que la resistencia a la puromicina puede variar dependiendo del tipo 
celular, se realizaron curvas de dosis-respuesta a diferentes concentraciones de 
puromicina (0.25 a 10 µg/ml) en una placa de 24 pocillos. De esta forma se determinó 
la concentración más baja de antibiótico que es capaz de matar al 100 % de las células 
no transducidas, que resultó ser de 7 µg/ml. De esta forma las células infectadas que 
contenían el casete de resistencia a puromicina se seleccionan mediante resistencia al 
antibiótico. 
El vector pGreenPuro a parte de contener un gen de resistencia a la puromicina 
para permitir la selección de las células diana que expresan shRNA, tiene un gen 
copGFP. El gen copGFP codifica para una proteína fluorescente verde derivada del 
plancton copépodo (Panalina sp.) que es similar a EGFP (enhanced green fluorescent 
protein), pero tiene un color más brillante. Este gen sirve como un indicador fluorescente 
para las células transducidas. Así pues, se monitorizaron las células infectadas por 
microscopía de fluorescencia a las 72 horas de la transducción, y se confirmó que 
expresaban copGFP (Figura 26). También se analizó la expresión de copGFP mediante 
citometría de flujo, obteniendo 90 % de las células positivas para copGFP. Estos 




Figura 26. Imágenes de las células RAW 264.7 silenciadas en las subunidades del 
complejo I, NDUFS3 y NDUFS4 que expresan el gen copGFP.Se demuestra que han 
incorporado las partículas virales shRNA de NDUFS4 y NDUFS3. En la imagen de la derecha se 
representan las células silenciadas en NDUFS4, mientras que en la imagen de la izquierda se 
representan las células silenciadas en NDUFS3. 
Las células se mantuvieron en placas de 24 pocillos hasta que los clones 
alcanzaron el 90 % de la superficie del pocillo para ser analizados. 
2.3. Comprobación de la ausencia de NDUFS3, NDUFS4 y FASTK en la línea celular 
de macrófagos murinos RAW 264.7 mediante qRT-PCR 
Se analizó la ausencia de mRNA de NDUFS3, NDUFS4 y FASTK en las líneas 
celulares modificadas RAW 264.7, mediante qRT-PCR con los primers indicados en la 
sección de Material y Métodos (Tabla 8). El método de cuantificación utilizado fue 2-DDCt, 
para comparar los DCt de los genes testados y el gen normalizador (b-actina) para cada 
muestra. 
Mediante este experimento se observó una eficacia de silenciamiento del 73.5% 
en el mRNA de NDUFS3, del 66.6 % en el mRNA de NDUFS4 y del 57.7 % en el mRNA 
de FASTK (Figura 27). Se comprobó la ausencia de la expresión relativa del mRNA 
normalizado a la expresión b-actina en NDUFS3 de 0.26 ± 0.09 (p=0.0002), en NDUFS4 
de 0.33 ± 0.14 (p=0.0027) y en FASTK de 0.42 ± 0.01 (p<0.0001) respecto al control    












Figura 27. Gráfico en el que se muestra la cuantificación relativa del mRNA de los 
genes NDUFS4, NDUFS3 y FASTK, analizados mediante qRT-PCR en la línea celular RAW 
264.7 aplicando el método 2-DDCt. El control empleado fue el vector vacio (shpGreenPuro). El gen 
b-actina ha sido utilizado como normalizador. Análisis estadístico t de student. Media ± error 
estándar (n=3 experimentos independientes). ** p<0.01, ***p<0.001 (t de Student). 
 
2.4. Estudio de la fagocitosis no opsónica en los macrófagos murinos silenciados 
en NDUFS3, NDUFS4, FASTK, y las células inhibidas farmacológicamente con 
rotenona 
Generadas las herramientas de trabajo se procedieron a realizar los 
experimentos de fagocitosis propuestos en el estudio, para investigar de qué forma 
afecta el silenciamiento de estas subunidades NDUFS3 y NDUFS4 a la capacidad 
fagocítica de los macrófagos. 
Para los experimentos de fagocitosis se sembraron 500.000 células por triplicado 
por condición en una placa de 24 pocillos. Se emplearon como control negativo las 
células RAW 264.7 y las células RAW 264.7 transducidas con el vector vacío 
(shpgreen). Se obtuvieron resultados muy similares en los dos controles y los datos que 
se representan en este estudio como control negativo son respecto a las células 
infectadas con el vector vacío (shpgreen). 
En la línea celular RAW 264.7 se empleó la misma dosis de rotenona (30 nM) 
que se ha utilizado anteriormente con los macrófagos peritoneales murinos, dado que 
en el laboratorio se había determinado, por la curva dosis-respuesta, que una 
concentración de 30 nM inhibía un 50 % la actividad del complejo I. Además, se evaluó 
la viabilidad de las células RAW 264.7 expuestas a rotenona (30 nM) del modo usual, 




contaje al microscopio con la cámara de Neubauer, demostrando que la rotenona no 
afecta la viabilidad celular en esta línea celular de macrófagos, como se confirmó 
previamente en los macrófagos peritoneales murinos. 
Dado nuestro interés en estudiar la función del complejo I en la regulación de la 
fagocitosis no opsónica, se realizaron los ensayos de fagocitosis exponiendo los 
macrófagos RAW 264.7 silenciados para las subunidades NDUFS3, NDUFS4 y FASTK, 
y los macrófagos RAW 264.7 tratados con el inhibidor rotenona, a las bacterias E.coli y 
S.aureus no opsonizadas, inactivadas con calor y marcadas con TRITC (Figura 28), y 
a las partículas inertes de látex (beads) y de zymosán.
 
Figura 28. Imágenes representativas durante la fagocitosis bacteriana. En el panel 
superior se visualizan las células control shpgreen (el vector pGreenPuro vacío), mientras que 
en el panel inferior se representan las células shNDFUS3. Las bacterias que se representan son 
S.aureus-TRITC. Las imágenes se presentan con un aumento de 20x. 
Las células se incubaron durante 1 hora y se cuantificó el índice fagocítico 
multiplicando el porcentaje de células que han fagocitado por la media de las bacterias 
fagocitadas por célula. Los resultados del índice fagocítico para cada cepa bacteriana 
se muestran en la figura 29. Se observa que hubo un aumento significativo en el índice 
fagocítico frente a la bacteria E.coli en los macrófagos shNDUFS3 respecto al control 
(199.3 ± 11.58 % versus 100 ± 4.65 %, p=0.0013) y en los macrófagos shNDUFS4 en 
comparación con el control (177.7 % ± 13.52 versus 100 % ± 4.65, p=0.0056). De forma 
similar, el IF para S.aureus estaba incrementado en los macrófagos shNDUFS3 
respecto al control (148.4 % ± 9.05 versus 100 % ± 3.03, p=0.0003) y en los macrófagos 
shNDUFS4 el IF también estaba aumentado en comparación con el control                
(135.1 % ± 4.06 versus 100 % ± 3.03, p=0.0003). 
CONTRASTE DE FASES TEXAS SUPERPOSICIÓN 
Resultados 
 81 
En los controles positivos también se observó en el porcentaje de fagocitosis de 
ambas cepas bacterianas un aumento significativo. El IF frente a E.coli en los 
macrófagos shFASTK respecto al control presentan diferencias significativas (190.1 ± 
5.168 % versus 100 ± 4.65 %, p=0.0002). Como se muestra en la Figura 29, también 
se observó un aumento en el IF frente a E.coli en los macrófagos tratados con rotenona 
(30 nM) respecto al control (166.4 ± 7.9 % versus 100 ± 4.65 %, p=0.002). El IF frente a 
la bacteria S.aureus resultó en un aumento en los macrófagos shFASTK respecto a las 
células control (150.2 ± 3.19 % versus 100 ± 3.03 %, p<0.0001). En la línea celular RAW 
264.7 tratada con rotenona y expuesta a S.aureus también resultó en un aumento en el 
índice fagocítico (128.2 ± 0.40 % versus 100 ± 3.03 %, p=0.0004), como esperábamos. 
 
Figura 29. Índice fagocítico de E.coli y S.aureus en las células control (vector 
vacío), shNDUFS3 CDS, shNDUFS4 CDS, shFASTK CDS y macrófagos tratados 
con rotenona (30 nM, 24 horas). El IF de E.coli y S.aureus se representa como el porcentaje 
de macrófagos que han fagocitado por la media de bacterias fagocitadas por célula. La 
concentración de bacterias expuestas fue aproximadamente de cincuenta bacterias por 
macrófago (50:1). Los valores del índice fagocítico fueron normalizados frente al control, de 
manera que los valores medios de los controles negativos (vector vacío transfectado en la línea 
celular RAW 264.7) se fijaron en 100 %. Se representa la media ± error estándar (n=3 
experimentos independientes). *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001. Análisis estadístico t de Student, 
unpaired t test, two-tailed. 
El siguiente paso fue cuantificar la fagocitosis de partículas inertes látex y 
zymosán marcado con TRITC, en ausencia de suero fetal bovino, a través de la 
observación con el microscopio de fluorescencia. Las bolas o microesferas de látex    
(2.0 µm de diámetro) marcadas con fluoresceína se utilizaron como control de la ingesta 
de partículas inertes y también se utilizó el zymosán (3.0 µm de diámetro) sin opsonizar 
como partícula fagocitable. Se incubaron con las células durante 1 hora y se realizó la 
cuantificación de las partículas fagocitadas, como se ha detallado previamente. 
Se demostró que la fagocitosis no opsónica de las partículas mencionadas era 




NDUFS3, NDUFS4 y FASTK (shNDUFS3, shNDUFS4 y shFASTK, respectivamente) 
así como en las células inhibidas con rotenona. En la figura 30 se representa una 
comparación del IF de los macrófagos shNDUFS3 y shNDUFS4 frente a las partículas 
de látex y zymosán respecto a los macrófagos control. Esta comparación muestra que 
el índice fagocítico para las partículas inertes de látex (beads) era similar entre los 
macrófagos shNDUFS3 y control (101.2 ±  2.55 % versus 100 ±  5.13 %, p>0.05), 
también se muestra que no había diferencias significativas entre los macrófagos 
shNDUFS4 y control (97.63 ± 3.04 % versus 100 ± 5.13 %, p>0.05). Asimismo, tampoco 
había diferencias significativas en el índice fagocítico para zymosán entre los 
macrófagos shNDUFS3 y el control (99.60 ± 5.11 % versus 100.0 ± 2.98 %, p>0.05) ni 
en los macrófagos shNDUFS4 respecto al control (93.31 ± 3.72 % versus 100.0 ± 2.98%, 
p>0.05). 
En los controles positivos se observaron resultados similares en el IF para las 
partículas inertes de látex en los macrófagos shFASTK respecto a los macrófagos 
control (99.87 ± 4.264 % versus 100 ± 5.13 %, p>0.05). El IF para las partículas inertes 
látex (beads) era similar en las células control y las tratadas con rotenona (100 ± 5.13% 
versus 99.39 ± 3.86 %, p=0.929). Tampoco hay diferencias significativas en los índices 
fagocíticos cuantificados para el zymosán entre los macrófagos shFASTK y las células 
control (109.2 ± 2.71 % versus 100 ± 2.98 %, p>0.05). Asímismo, el IF de las células 
incubadas con rotenona y expuestas a zymosán no presentan diferencias significativas 
entre ambos grupos de macrófagos (90.12 ± 3.89 % versus 100 ± 2.98 %, p=0.06) 
(Figura 30). 
 
Figura 30. Índice fagocítico (IF) para las partículas de látex (beads) y zymosán, en 
las células control (vector vacío), shNDUFS3 CDS, shNDUFS4 CDS, shFASTK y 
macrófagos tratados con rotenona (30 nM, 24 horas). Los valores del índice fagocítico 
fueron normalizados frente al control. Se representa la media ± error estándar (n=3 experimentos 




Por otro lado, se llevaron a cabo los ensayos de protección con gentamicina a la 
hora post-infección, en presencia de bacterias E.coli y S.aureus vivas. En este ensayo 
las células se incubaron con bacterias en una relación 10:1 bacterias:macrófago durante 
una hora, y después se añadió la gentamicina al medio (100 µg/ml) durante una hora 
para eliminar las bacterias extracelulares adherentes. En los experimentos que se 
llevaron a cabo, el número de bacterias E.coli y S.aureus que sobreviven al ensayo fue 
más elevado en los macrófagos silenciados (shNDUFS3, shNDUFS4, shFASTK) y las 
células incubadas con rotenona en comparación con los macrófagos control (Figura 
31). El número de colonias que se recuperaron de E.coli en los macrófagos shNDUFS3 
en comparación con el control fue significativamente mayor (3510 ± 3.2 UFC/pocillo 
versus 967 ± 1.54 UFC/pocillo, p<0.0001) y de S.aureus (29560 ± 17.74 UFC/pocillo 
versus 20000 ± 23 UFC/pocillo, p=0.0053). De forma similar, el número de las bacterias 
vivas que sobreviven muestra un aumento significativo en los macrófagos shNDUFS4 
respecto al control: E.coli (3737 ± 4.16 UFC/pocillo versus 967 ± 1.54 UFC/pocillo, 
p<0.0001) y S.aureus (29750 ± 17.08 UFC/pocillo versus 20000 ± 23 UFC/pocillo, 
p=0.0043). 
En los controles positivos del experimento, se demostró que el número de 
bacterias que sobreviven de E.coli fue superior en los macrófagos shFASTK en 
comparación con las células control (shpGreen) (3270 ± 2.43 UFC/pocillo versus 967 ± 
1.54 UFC/pocillo, p=0.0001). El número de colonias de S.aureus fue superior en los 
macrófagos shFASTK respecto a los macrófagos control (33700 ± 22.52 UFC/pocillo 
versus 20000 ± 23 UFC/pocillo, p=0.0038) (Figura 31). De forma similar, el número de 
E.coli y S.aureus que sobreviven al ensayo de protección con gentamicina es 
estadísticamente significativo en las células tratadas con rotenona respecto a los 
controles: con la bacteria E.coli (3696 ± 2.74 UFC/pocillo versus 967 ±1.54 UFC/pocillo, 
p<0.0001) y con S.aureus (29800 ± 18.96 UFC/pocillo versus 20000 ± 23 UFC/pocillo, 











Figura 31. Capacidad de los macrófagos para fagocitar E.coli y S.aureus en los 
macrófagos deficientes en dos subunidades del complejo I (NDUFS3 y NDUFS4), 
macrófagos deficientes en FASTK y en los macrófagos tratados con rotenona     
(30 nM). La capacidad fagocítica se determinó con el ensayo de protección a la gentamicina. 
Se muestran los números de unidades formadoras de colonias por pocillo (UFC/pocillo) en E.coli 
y S.aureus (x102) obtenidos a la hora después de la infección (post-infección). Los macrófagos 
se incubaron con bacterias a una concentración aproximadamente de diez bacterias por célula 
para provocar la fagocitosis en las células. Media ± error estándar (n=4 experimentos 
independientes). **p<0.01, ***p<0.001 (t de Student, Unpaired t test, two-tailed). 
En conjunto, estos resultados constatan que el silenciamiento de las dos 
subunidades del complejo I mitocondrial, NDUFS3 y NDUFS4, dan lugar al mismo 
fenotipo que los macrófagos RAW 264.7 tratados con el inhibidor rotenona y las células 
silenciadas en la proteína FASTK (que se han tomado como controles positivos de la 
investigación), y que los macrófagos murinos tratados con rotenona (resultado del 
apartado anterior), y que los macrófagos murinos deficientes en la proteína FASTK (KO) 
(resultado obtenido en estudios anteriores realizados en nuestro laboratorio mencionado 
anteriormente). Los datos indican que el defecto del complejo I aumenta la capacidad 
de fagocitar bacterias. 
3. Rescate del fenotipo fagocítico de las células RAW 264.7 en las que se ha 
silenciado FASTK mediante la reexpresión de la isoforma mitocondrial de FASTK 
Como ya se ha explicado antes el 50 % de la proteína FASTK se localiza en la 
mitocondria (mitoFASTK) mientras que el resto se distribuye entre el núcleo y el citosol 
(cytoFASTK). La isoforma mitocondrial de FASTK se sintetiza a través de un sitio 
alternativo de iniciación de la traducción (metionina 35) y carece de los primeros 34 
aminoácidos presentes en el extremo N-terminal de la proteína FASTK, mostrando una 
señal de localización mitocondrial (Jourdain et al., 2015). 
Para conocer si la isoforma mitocondrial de FASTK es la responsable del 
fenotipo fagocítico que hemos observado en los resultados descritos anteriormente, se 
llevaron a cabo experimentos de rescate. Para ello, se generaron con lentivirus células 
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RAW 264.7 que expresaban shRNA contra la región 5’UTR de FASTK. En primer lugar, 
se diseñaron tres oligonucleótidos diferentes (shUTR57, shUTR18-1, shUTR18-2) 
contra esta región de FASTK. Se llevó a cabo la clonación de los insertos shRNA en el 
vector pGreenPuro, y se realizó la transfección en las células empaquetadoras 293FT 
como se detalla en la sección de Material y Métodos, y posteriormente se realizó la 
transducción en las células RAW 264.7. Las células silenciadas en la región 5’UTR de 
FASTK fueron seleccionadas en presencia de puromicina (7 µg/ml) y monitorizadas 
mediante microscopia de fluorescencia y qRT-PCR. Estos shRNA mostraron una 
disminución en la expresión del gen, como se muestra en la figura 32. En los 
experimentos del estudio planteado se empleó el knockdown shUTR 18-2, a partir de 
ahora denominado shUTR. 
 
Figura 32. Gráfico en el que se muestra la expresión relativa de los diferentes 
shRNA (shUTR57, shUTR 18-1 y shUTR 18-2) contra la región 5’UTR de FASTK obtenidos en 
la línea celular RAW 264.7 mediante qRT-PCR, aplicando la fórmula 2-DDCt. El control empleado 
fue el vector vacio (shpGreenPuro). El gen b-actina ha sido utilizada como normalizador. Análisis 
estadístico t de Student, unpaired t test, two-tailed. Los resultados se representan como la    
media ± error estándar de 3 experimentos independientes. *** indica p<0.001. 
Se empleó un shRNA contra la región 5’UTR porque la expresión puede ser 
rescatada con vectores que expresan la región codificante de FASTK (y no poseen la 5’ 
UTR). Las células que expresaban shUTR se transfectaron con los siguientes 
constructos: el constructo que codificaba solo la proteína roja fluorescente RFP (RFP), 
el constructo que contenía dos sitios de iniciación de la traducción y codifica la isoforma 
mitocondrial y citoplasmática de FASTK (FASTK WT RFP), y el constructo FASTK 
delecionado que comienza en la metionina interna en la posición 35, mitoFASTK, 
(FASTK D1-34). Todos ellos expresan RFP en la terminación carboxilo y fueron cedidos 
gentilmente por la Dra. Nancy Kedersha y el Dr. Paul Anderson (Universidad de Harvard, 
Boston, MA). Se llevó a cabo la digestión de los dos constructos (FASTK WT RFP y 





Figura 33. Imagen en la que se muestra el resultado obtenido mediante digestión 
con las enzimas de restricción KpnI/HindIII de los constructos FASTK WT RFP (1649 bp) 
y FASTK D1-34 (1547 bp), en el orden descrito. 
Las células RAW 264.7 silenciadas en la región 5’UTR (shUTR) fueron 
transfectadas con RFP (como control), FASTK WT RFP, y FASTK D1-34. 
Se realizaron curvas de respuesta a diferentes dosis de G418 (0.1 a 2 mg/ml), 
con el fin de determinar la concentración más baja de antibiótico capaz de matar al      
100 % de las células no transfectadas en el transcurso de una semana, que resultó ser 
de 1 mg/ml. Las células transfectadas se seleccionaron con 1 mg/ml G418 durante 15 
días, y en presencia de puromicina (7 µg/ml) ya que el vector donde se silenció FASTK 
para la región 5’UTR tenía un gen de resistencia a la puromicina, como ya se ha 
indicado. La expresión de los constructos RFP se evaluó utilizando el microscopio de 
fluorescencia (Texas-Red). 
Una vez que obtuvimos las células para los experimentos de rescate, se 
realizaron los ensayos de fagocitosis. Las bacterias fueron marcadas con TRITC y el 
índice fagocítico se evaluó como se ha descrito en la figura 29. Como se muestra en la 
figura 34, la re-expresión de FASTK D1-34, fue capaz de rescatar el fenotipo fagocítico 
de las células delecionadas en FASTK. El IF de los macrófagos shUTR frente a E.coli 
está aumentado respecto a las células control (232.4 ± 10.13 % versus 100 ± 0.77 %, 
p<0.0001) y el IF frente a E.coli está disminuido en las células shUTR + WT-RFP en 
comparación con los macrófagos shUTR (112.3 ± 10.86 % versus 232.4 ± 10.13 %, 
p<0.0001). Como se puede observar (Figura 34), hay una mayor disminución en el 
índice fagocítico de E.coli en los macrófagos shUTR + D1-34-RFP frente a las células 
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shUTR (71.70 ± 4.38 % versus 232.4 ±10.13 %, p<0.0001). Asímismo, se confirma el 
mismo fenotipo descrito con la bacteria S.aureus, dado que el IF para S.aureus está 
aumentado en las células shUTR respecto a las células control (174.8 ± 8.63 % versus 
100 ± 1.30 %, p<0.0001), sin embargo el IF para S.aureus está disminuido en los 
macrófagos shUTR + WT-RFP en comparación con los macrófagos shUTR               
(92.49 ± 3.71 % versus 174.8 ± 8.63 %, p<0.0001). Precisamente, se observa una mayor 
disminución en el índice fagocítico para S.aureus en las células shUTR + D1-34-RFP 
respecto a las células shUTR (63.93 ± 4.57 % versus 174.8 ± 8.63 %, p<0.0001). 
 
Figura 34. Índice fagocítico de E.coli y S.aureus en las células RAW 264.7 en las 
que se ha silenciado FASTK y los constructos de rescate. Las células que expresan 
shUTR se transfectaron con RFP, FASTK WT RFP y FASTK D1-34 RFP. El control es el vector 
vacio (shpGreenPuro). En la imagen inferior se representa de forma esquemática los contructos 
empleados en el estudio: FASTK WT-RFP y FASTK D1-34. MTS, señal de localización 
mitocondrial; tres dominios conservados de los miembros de la familia FASTK: FAST_1, FAST_2 
y RAP. Media ± error estándar (n>6 experimentos independientes), ***p<0.001 (t de Student). 
De nuevo, se llevaron a cabo los experimentos de fagocitosis con el ensayo de 
protección a la gentamicina a la hora de la infección con E.coli y S.aureus. El número 
de colonias de E.coli y S.aureus en los macrófagos shUTR + D1-34-RFP muestran una 
disminución en el número de colonias en comparación con los macrófagos shUTR. En 
E.coli se obtuvieron 192.5 ± 15.88 UFC/pocillo versus 585.8 ± 250.3 UFC/pocillo, 
p<0.05. Mientras que en S.aureus se obtuvieron 7317 ± 526.9 UFC/pocillo versus   






Figura 35. Capacidad fagocítica en E.coli y S.aureus en las células RAW 264.7 en 
las que se ha silenciado FASTK y los constructos de rescate. Se representa la      
media ± error estándar (n=3). *p<0.05, Análisis estadístico t de Student, unpaired t test, two-
tailed. 
Estos resultados demostraron que mitoFASTK es un regulador de la fagocitosis 
de bacterias en los macrófagos a través de la regulación de la actividad del complejo I 
de la mitocondria. 
4. Estudio de la activación de AMPK en la fagocitosis no opsónica de bacterias 
en los macrófagos 
La proteína quinasa activada por monofosfato de adenosina (AMPK) es un 
complejo heterotrimérico compuesto por una subunidad catalítica a y dos subunidades 
reguladoras b y g. Mantiene la homeostasis energética limitando la utilización de energía 
y/o promoviendo la producción de energía, y se expresa en las células inmunitarias, 
como las células dendríticas, los macrófagos, los linfocitos y los neutrófilos. Está 
activado por la fosforilación de la treonina 172 (Thr172) dentro de la subunidad catalítica 
a (Carling et al., 2017). La activación de AMPK reorganiza el citoesqueleto, incluyendo 
la formación de microtúbulos y actina durante la fagocitosis (Distelmaier et al., 2009; 
Bae et al., 2011). 
Existen evidencias previas de que la disfunción del complejo I desencadena 
cambios transitorios y sostenidos en el metabolismo y está acompañado por la 
fosforilación de AMPKa, un sensor energético celular crucial. Se ha demostrado que el 
suministro de glucosa y la subunidad AMPKa son importantes para la supervivencia 
celular durante la disfunción del complejo I (Distelmaier et al., 2009), y AMPKa mejora 
la capacidad fagocítica de los macrófagos y los neutrófilos (Bae et al., 2011). Esto nos 
llevó a preguntarnos si una disminución en la actividad del complejo I aumentaría la 
fagocitosis bacteriana mediada por los macrófagos a través de la activación de AMPK. 
Para verificar esta hipótesis, se examinó el estado de fosforilación de AMPKa 
(Thr172) y los niveles de AMPK totales en los macrófagos peritoneales WT y FASTK 
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KO. Los macrófagos peritoneales de estos ratones fueron expuestos a las bacterias 
E.coli y S.aureus, y estimulados con AICAR (5-aminoimidazol-4-carboxamida-1-b-D-
ribofuranosida) (1mM) durante 30 minutos. Los lisados celulares se emplearon para 
realizar el Western blot utilizando los anticuerpos específicos fosfo-AMPKa (Thr172) 
(pAMPKa), AMPKa y actina. Curiosamente, el nivel basal de fosforilación de AMPKa 
(pAMPKa) estaba aumentado dos veces en los macrófagos FASTK KO en comparación 
con las células WT (Figura 36A y Figura 37). Y los niveles totales de AMPKa no 
mostraron cambios (Figura 36B). 
La estimulación con AICAR se utilizó como control positivo en la fosforilación de 
AMPK. Dado que AICAR, análogo de adenosina, es captado en las células a través de 
los transportadores de adenosinas, y se fosforila en AICAR monofosfato (ZMP,                 
5-aminoimidazole-4-carboxamide-1-b-D-ribofuranosyl 5’-monophosphate) por la 
adenosina quinasa. El ZMP es un análogo del AMP celular que se une a la subunidad 
AMPKg y de esta forma AICAR activa AMPK (Kim et al., 2016). 
 
Figura 36. AMPKa tiene un papel importante en la modulación de FASTK en la 
fagocitosis bacteriana. A. Western blot representativo con los lisados celulares de los 
macrófagos FASTK KO y WT expuestos a las bacterias y estimulados con AICAR (1 mM) durante 
30 min, utilizando el anticuerpo fosfo-AMPKa (Thr172). B. Western blot representativo de los 
lisados celulares de los macrófagos FASTK KO y WT expuestos a las bacterias y estimulados 
con AICAR (1 mM) utilizando los anticuerpos AMPKa y actina. La banda de AMPK y pAMPK 
tiene un peso de 62KDa. 
La exposición de bacterias conduce a un aumento en la fosforilación de AMPKa 
que fue significativo en los macrófagos WT. Sin embargo, en el caso de los macrófagos 




las bacterias, probablemente debido a que AMPKa está más fosforilado en condiciones 
basales (Figura 38). 
 
Figura 37. Cuantificación de fosfo-AMPKa (Thr172) en las señales obtenidas por 
Western blot. Los valores fueron normalizados a los macrófagos WT no tratados (control). Se 
representan los valores como media ± SEM de n=4 experimentos independientes. *p<0.05, 
**p<0.01, ***p<0.001 (t de Student). Se utilizó el programa ImageJ para la cuantificación. 
Este experimento demuestra que AMPKa tiene un papel clave en la modulación 
de la fagocitosis bacteriana mediado por FASTK. La activación de AMPK se relaciona 
con el aumento en la fagocitosis no opsónica de E.coli y S.aureus en los macrófagos 
peritoneales de ratón. 
4.1. Efecto del inhibidor de AMPK durante la fagocitosis no opsónica en los 
macrófagos 
Estudios previos han demostrado que el compuesto C (compound C) inhibe de 
forma específica la activación de AMPK en varias poblaciones celulares, incluyendo 
macrófagos y neutrófilos (Zhao et al., 2008; Jeong et al., 2009). 
Tras observar que AMPK está activado en las células deficientes en FASTK que 
expresan un fenotipo de aumento en la actividad fagocítica de bacterias, nos 
propusimos estudiar el fenotipo fagocítico en los macrófagos delecionados y silenciados 
en FASTK, examinando los efectos del inhibidor de AMPK, compuesto C. 
Antes de comenzar con los experimentos se verificó la viabilidad celular en 
presencia del compuesto C por exclusión de azul de tripán. Al menos 100 células de 




El siguiente paso fue incubar los macrófagos primarios peritoneales murinos en 
ausencia o presencia del inhibidor de AMPK, compuesto C (10 µM, 30 min) antes de los 
ensayos de fagocitosis. Se expusieron a las células durante 60 minutos en presencia de 
bacterias no opsonizadas E.coli y S.aureus marcadas con TRITC e inactivadas con 
calor. Tras la incubación con bacterias en presencia o ausencia del compuesto C, se 
cuantificaron los índices fagocíticos, a través de la observación en el microscopio de 
fluorescencia. 
Los datos fueron normalizados a la media del índice fagocítico de las células WT. 
Tal como se puede observar en la figura 38, el índice fagocítico fue significativamente 
mayor en las células FASTK KO frente a los controles WT, como se demostró en 
experimentos previos del laboratorio. Cuando está presente el inhibidor de AMPK, 
compuesto C, se produjo una disminución significativa en la fagocitosis de bacterias 
E.coli y S.aureus entre las células FASTK KO y los controles WT tratadas con el 
compuesto C en comparación con el índice fagocítico de los macrófagos FASTK KO y 
WT no tratados (Figura 38). Observamos que el IF para E.coli está disminuido de forma 
significativa en los macrófagos FASTK KO tratados con compuesto C respecto a los 
macrófagos FASTK KO (87.04 ± 3.99 % versus 160.7 ± 2.86 %, p<0.0001). De forma 
similar, el IF para S.aureus también está disminuido en los macrófagos de los ratones 
FASTK KO tratados con el compuesto C respecto a los macrófagos KO (101.5 ± 2.53 % 
versus 171.5 ± 6.61 %, p<0.0001). 
Estos resultados demuestran que los macrófagos FASTK KO revirtieron el 












Figura 38. Índice fagocítico con el inhibidor compuesto C (compound C) en los 
macrófagos peritoneales murinos FASTK KO y WT. Estas células se incubaron en 
presencia y ausencia del compuesto C (10 µM, 30 min) antes de ser estimuladas con las 
bacterias E.coli y S.aureus. n=3 experimentos independientes. ***p<0.001. Se empleó la prueba 
estadística t de student, unpaired t test, two-tailed. Se utilizó como control positivo de la 
fagocitosis las células FASTK KO en ausencia del inhibidor. 
Teniendo en cuenta los resultados obtenidos, quisimos validarlos en otro 
modelo. Se ensayó este inhibidor en la línea celular estable RAW 264.7 silenciada en 
FASTK. Se examinó la fagocitosis utilizando bacterias no opsonizadas E.coli y S.aureus 
marcadas con TRITC e inactivadas con calor. Los datos fueron normalizados a la media 
del índice fagocítico de las células RAW 264.7 que expresaban el vector vacío 
pGreenPuro shRNA (shpgreen o control). Como se puede observar en la figura 39, se 
obtuvieron resultados similares con las líneas celulares estables. Pudimos comprobar 
que la inhibición de la señalización de AMPK por el compuesto C disminuye la capacidad 
de fagocitosis en las células silenciadas en FASTK. El IF frente a E.coli está disminuido 
de forma significativa en los macrófagos shFASTK tratados con el compuesto C 
respecto a los macrófagos shFASTK (100.8 ± 8.40 % versus 190.1 ± 5.16 %, p=0.0008). 
De forma similar, el IF frente a S.aureus también está disminuido en los macrófagos de 
los ratones shFASTK tratados con compuesto C respecto a los macrófagos shFASTK 
(95.46 ± 1.77 % versus 150.2 ± 3.19 %, p=0.0001). 
Estos experimentos confirmaron que en el modelo shFASTK, el índice fagocítico 
frente a las dos cepas bacterianas en presencia del compuesto C también disminuyó de 
forma significativa. Así pues, el compuesto C es capaz de revertir el fenotipo de la 





Figura 39. Índice fagocítico con el inhibidor compuesto C (compound C) en células 
RAW 264.7 silenciadas en FASTK. Las líneas celulares se incubaron en presencia y 
ausencia del compuesto C (10µM, 30 min) antes de ser estimuladas con las bacterias E.coli y 
S.aureus. La relación célula:bacterias fue 1:50. El índice fagocítico se calculó multiplicando el 
porcentaje de macrófagos que habían fagocitado por la media de bacterias fagocitadas por 
macrófago. El control empleado fue el vector vacio (shpGreenPuro) y se utilizó como control 
positivo de la fagocitosis las células shFASTK en ausencia del inhibidor. n=3 experimentos 
independientes. ***p<0.001. Se empleó la prueba estadística t de student, unpaired t test, two-
tailed. 
En conjunto, estos resultados demuestran que AMPK es un modulador clave en 
el papel de FASTK en la fagocitosis no opsónica. Se ha demostrado que el tratamiento 
con el compuesto C revierte el fenotipo fagocítico en los macrófagos primarios 
deficientes en la proteína FASTK y en los macrófagos RAW 264.7 silenciados en FASTK 
(shFASTK). 
5. Análisis de la generación de los radicales libres de oxígeno mitocondriales en 
los macrófagos FASTK KO 
La disfunción del complejo I, principal generador de ROS mitocondriales, está 
relacionado con un aumento en los niveles de las especies reactivas de oxígeno 
mitocondriales (mitoROS) (Koopman et al., 2005). 
Los ROS son importantes como mensajeros intracelulares y curiosamente, se 
ha demostrado que mitoROS se requiere para la activación de AMPK (Sena y Chandel, 
2012). Algunos trabajos presentes en la literatura han demostrado que AMPK puede ser 
activada por ROS (Rabinovitch et al., 2017; Mackenzie et al., 2013), y se ha demostrado 
que el peroxinitrito es una señal clave para que aumente la fosforilación de AMPK         
(An et al., 2007). Del mismo modo, otros autores han observado una activación de 
AMPK en condiciones de estrés oxidativo (Zou et al. 2004), y se ha evidenciado que la 




observar en nuestro estudio que AMPK se encontraba activada durante la fagocitosis 
no opsónica de E.coli y S.aureus, nos planteamos examinar la generación de los 
radicales libres de oxígeno mitocondriales en la fagocitosis. 
Se evaluó la generación de mitoROS utilizando la sonda Mitosox Red (2.5 µM), 
colorante fluorógeno que se dirige a las mitocondrias de células vivas, y produce 
fluorescencia roja cuando se oxida con el anión superóxido dentro de la mitocondria. Se 
añadió Mitosox Red al medio de cultivo en los macrófagos WT y FASTK KO, así las 
células fueron pre-tratadas antes de ser estimuladas con las bacterias. 
Durante la fagocitosis de E.coli y S.aureus, los mitoROS adquiridos por 
citometría de flujo se han analizado como la intensidad media de fluorescencia (MFI, 
median fluorescence intensity) y normalizados frente al control WT. 
Los niveles basales en los macrófagos WT muestran una intensidad media de 
fluorescencia de 0.50 ± 0.06, sin embargo, los macrófagos FASTK KO muestran una 
intensidad media de fluorescencia de 0.80 ± 0.30 (p=0.30) (Figura 40). 
Los resultados obtenidos en los macrófagos de tipo salvaje (WT) (Figura 40A) 
expuestos con E.coli tienen una intensidad media de fluorescencia de 2.20 ± 0.47 frente 
al control 0.50 ± 0.06 MFI (p=0.011), y en los macrófagos incubados con S.aureus 
muestran un aumento significativo en la intensidad media de fluorescencia de               
2.90 ± 0.20 MFI frente al control 0.50 ± 0.06 MFI (p<0.0001). Por lo tanto, encontramos 
que los macrófagos primarios WT incubados en presencia de bacterias muestran un 
aumento significativo en el MFI para E.coli y S.aureus. 
En paralelo se analizaron los resultados de los macrófagos primarios deficientes 
en la proteína FASTK (KO) (Figura 41B) expuestos a E.coli, y se observó que muestran 
una intensidad media de fluorescencia de 3.60 ± 0.57 MFI frente al control 0.80 ± 0.30 
MFI (p=0.011), mientras que en los macrófagos FASTK KO expuestos a S.aureus se 
observó un aumento significativo en la intensidad media de fluorescencia de 4.30 ± 0.44 
MFI frente al control 0.80 ± 0.30 MFI (p=0.0027). Estos resultados son preliminares pero 
muestran que los macrófagos que se exponen a bacterias E.coli y S.aureus producen 
un aumento significativo en la intensidad media de fluorescencia (generación de 
mitoROS), que es mayor en los macrófagos FASTK KO en comparación con los 







Figura 40. Generación de los radicales libres de oxígeno mitocondriales en los 
macrófagos FASTK KO. Análisis de la generación de los ROS mitocondriales en ratones 
FASTK KO y de tipo salvaje (WT). Los macrófagos peritoneales de los ratones FASTK KO y WT 
se incubaron en presencia y ausencia de bacterias E.coli y S.aureus durante 15 minutos a 37ºC. 
Las células fueron marcadas con 2.5 µM de MitoSOX, y posteriormente se analizaron por 
citometría de flujo (FL2). A. Se muestran los contajes de la intensidad de fluorescencia y los 
histogramas representativos de citometría de flujo en los macrófagos de tipo salvaje. B. Se 
muestran los contajes de la intensidad de fluorescencia y los histogramas representativos de 
citometría de flujo en los macrófagos peritoneales murinos FASTK KO. n=3 experimentos 
independientes. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 (t de Student, Unpaired t test, two-tailed). La 







































El estudio realizado en esta Tesis Doctoral muestra nuevas evidencias in vitro 
del papel de la isoforma mitocondrial de FASTK (mitoFASTK) en la regulación de la 
fagocitosis no opsónica de bacterias por los macrófagos. 
En este trabajo demostramos que los mecanismos moleculares responsables del 
aumento de la fagocitosis de bacterias en ausencia de FASTK son: la disminución de la 
actividad del complejo I y la activación de AMPK. Esto se demuestra porque: a) el 
bloqueo del complejo I con rotenona y el silenciamiento de las subunidades del complejo 
I, NDUFS3 y NDUFS4, mediante shRNA, aumentan la captación no opsónica de 
bacterias; mientras que la reexpresión de mitoFASTK restablece la fagocitosis no 
opsónica de los macrófagos, es decir, rescata el fenotipo; b) los macrófagos de los 
ratones FASTK KO muestran un aumento en la fosforilación de AMPK y la inhibición de 
la fosforilación de AMPK revierte el fenotipo fagocítico. Por tanto, se ha demostrado la 
importancia de la mitocondria, en concreto, la actividad del complejo I en la regulación 
de la fagocitosis no opsónica en ausencia de FASTK. 
En esta tesis se definen vías de señalización que pueden ser importantes para 
la regulación de las funciones fagocíticas del macrófago. 
A continuación, discutimos algunos de los puntos clave de esta tesis. 
1. El complejo I mitocondrial en la regulación de la fagocitosis no opsónica 
La fagocitosis es un proceso crítico de las células del sistema inmunitario innato 
para eliminar las bacterias, que utiliza receptores fagocíticos que pueden ser opsónicos 
o no opsónicos. Los receptores fagocíticos opsónicos incluyen el receptor Fc y los 
receptores del complemento que reconocen anticuerpos o partículas opsonizadas por 
el complemento, respectivamente, lo que lleva a la internalización del microorganismo 
o partícula. En la fagocitosis no opsónica (o independiente de opsoninas), los fagocitos 
reconocen y fagocitan microorganismos a través de los receptores de reconocimiento 
de patrones que detectan directamente los componentes de la pared celular bacteriana 
o fúngica (PAMPs) (Lim et al., 2018; Goodridge et al., 2012). Los receptores scavenger 
son los principales receptores de macrófagos implicados en la fagocitosis independiente 
de opsoninas de las bacterias Gram negativas y Gram positivas (Peruń et al., 2017). 
En este trabajo de investigación, se ha estudiado la captación fagocítica no 
opsónica de bacterias mediada por los macrófagos. Este proceso complejo de ingestión 




importante como mecanismo de defensa del huésped contra patógenos extracelulares 
y como un medio de supervivencia en el huésped para patógenos intracelulares (Ofek 
et al., 1995). A diferencia de la fagocitosis basada en la opsonización, este tipo de 
fagocitosis no opsónica depende de la clase de partículas que se internalizan, y la 
heterogeneidad, expresión, complejidad y señalización del receptor, y la especificidad 
del ligando bacteriano. Esta fagocitosis es crítica en las fases iniciales de la infección, 
antes de la llegada del plasma al sitio de infección, y en ciertos lugares anatómicos, 
como los pulmones (Heale et al., 2001), espacio cerebroespinal y tracto urinario, donde 
los niveles de opsoninas son bajos. Cuando hay una exposición a un pequeño número 
de microorganismos o antes de que ocurra la inflamación generalizada en respuesta a 
la invasión bacteriana, se promueve el aclaramiento de las bacterias, y se puede 
determinar la eficacia de la colonización al inicio de la infección (Webster et al., 2008). 
Las interacciones no opsónicas, -que producen y liberan citoquinas, producción de 
superóxido, polimerización de actina, y la fagocitosis-, son importantes en la respuesta 
inmunitaria de algunos microorganismos como E.coli, Pseudomonas aeruginosa, 
Neisseria meningitidis, micobacterias y levaduras (Mork y Hancock, 1993; Ohman et al., 
1982; Stokes et al., 1998; Zaffran et al., 1998). 
Es importante destacar que la fagocitosis de algunas bacterias (como 
Pseudomonas aeruginosa) ocurre cuando la opsonización está ausente o no es eficaz. 
Por lo tanto, la fagocitosis no opsónica es un método muy eficiente de ingestión 
microbiana y parece estar bien conservada entre fagocitos humanos y murinos (Heale 
et al., 2001). 
El mecanismo por el cual las bacterias son fagocitadas por los macrófagos en 
ausencia de componentes séricos está poco definido. Los procesos no opsónicos 
difieren en una serie de aspectos de los mecanismos opsónicos. Se ha descrito que las 
GTPasas Rac y RhoA se activan durante la captación de partículas no opsonizadas, 
mientras que durante la captación de las partículas opsonizadas solo se activa una de 
ellas (Rac solo se activa durante la captación mediada por FcR, y RhoA solo se activa 
durante la captación mediada por CR3). En ambos mecanismos de fagocitosis se 
genera una respuesta de PI(3,4,5)P3 y F-actina en el sitio de unión de la partícula 
(Gilberti y Knecht, 2014). 
En este trabajo se investiga la disminución de la actividad del complejo I 
mitocondrial en la fagocitosis no opsónica de bacterias por los macrófagos murinos 
peritoneales deficientes en la proteína FASTK. Los resultados obtenidos evidencian que 





contra dos subunidades del complejo I (NDUFS3 y NDUFS4), conducen a un aumento 
significativo en la fagocitosis bacteriana mediada por los macrófagos peritoneales y 
también en la línea celular RAW 264.7. Sin embargo, observamos que en presencia de 
zymosán y partículas inertes de látex (beads) no hay diferencias en el índice fagocítico 
entre los dos tipos de macrófagos y los controles. Nuestros datos han sido comparados 
con los obtenidos por otros estudios realizados recientemente. Está descrito que la 
disminución en la actividad del complejo I también está relacionada con otros procesos 
que comparten algunos mecanismos comunes a la fagocitosis como la eferocitosis y la 
autofagia. Por ejemplo, en la autofagia las NADPH oxidasas tienen un papel central en 
su regulación a través de la generación de ROS (Huang et al., 2009). La fagocitosis está 
involucrada en una variedad de patologías cerebrales. En un modelo de enfermedad de 
Parkinson demuestran que, al emplear la rotenona en un cultivo de neuronas, se induce 
una activación de la microglia, lo que lleva al aumento de la actividad fagocítica de 
neuronas apoptóticas y partículas inertes (Emmrich et al., 2013), y se acompaña de una 
disminución de la respiración mitocondrial y reducción del potencial mitocondrial 
(Palorini et al., 2013). De forma similar, el silenciamiento de GRIM-19, una subunidad 
del complejo I mitocondrial, en células HeLa induce un aumento en la autofagia (Yue et 
al., 2016). Además, se conoce que el fármaco antidiabético metformina inhibe el 
complejo I y se ha descrito que aumenta la fagocitosis en la microglia (Labuzek et al., 
2010). 
Como hemos comentado anteriormente, el complejo I (NADH deshidrogenasa) 
es un complejo multiproteico, compuesto por 45 subunidades de proteínas diferentes y 
representa el punto de entrada de la mayoría de electrones de la cadena de transporte 
de electrones. El ensamblaje de este complejo está influenciado por el medio oxidativo 
dentro de la cadena de transporte de electrones o por el ensamblaje de otros 
componentes de la cadena, incluyendo el complejo III o citocromo c oxidasa (Enríquez 
et al., 2016; Acín-Pérez et al., 2004; Diaz et al., 2006). 
Es importante mencionar que cuando decidimos generar los shRNAs para 
disminuir la actividad del complejo I de la mitocondria en la línea celular RAW 264.7, 
seleccionamos las subunidades NDUFS3 y NDUFS4. NDUFS3 es una subunidad 
catalítica, integral del módulo Q y se conoce porque tiene un papel importante en el 
ensamblaje del complejo I (Janssen et al., 2006; Koopman et al., 2010; Vogel et al., 
2007), mientras que NDUFS4 es una subunidad accesoria que se requiere para la 
estabilidad del mismo (Kruse et al., 2008; Kahlhöfer et al., 2017). La deficiencia del 
complejo I de la cadena respiratoria ocurre en una serie de enfermedades genéticas 




a varios de estos genes dan lugar al síndrome de Leigh (o encefalomielopatía 
necrotizante subaguda), una enfermedad neurodegenerativa que se caracteriza por una 
pérdida progresiva de las capacidades mentales y de movimiento y, por lo general, 
produce la muerte en un plazo de 2 a 3 años desde el inicio de los síntomas, 
generalmente debido a una insuficiencia respiratoria (Benit et al., 2004; Jaokar et al., 
2013; Ortigoza-Escobar et al., 2016; Pagniez-Mammeri et al., 2012). 
El papel de FASTK y el complejo I en la regulación de la fagocitosis de bacterias 
mediada por los macrófagos representa un hallazgo importante que requiere más 
investigación. Hay que destacar que la deficiencia del complejo I no conduce a un 
aumento en la fagocitosis del zymosán ni de las partículas inertes de látex (beads), como 
ya hemos mencionado. Esto sugiere que el estímulo de este aumento está asociado 
con las propias bacterias que producen la disminución de la actividad del complejo I en 
la fagocitosis no opsónica. El efecto se ha demostrado mayor en las bacterias Gram 
negativas que en las Gram positivas. Esta diferencia en la capacidad fagocítica en 
ausencia de opsoninas entre las dos cepas bacterianas podría explicarse por las 
diferencias en la composición de la superficie de ambas cepas bacterianas. Cabe 
destacar que la estructura de la pared celular en las bacterias Gram positivas está 
compuesta principalmente de peptidoglicano con ácidos teicoicos, lipoproteínas y 
polisacáridos. Mientras que las bacterias Gram negativas tienen una pared celular más 
compleja, la capa de peptidoglicano es delgada y está rodeada de una membrana 
externa, que es una bicapa lipídica formada por LPS en la zona externa y por fosfolípidos 
en la zona interna. También hay un espacio periplásmico que contiene enzimas líticas 
y factores de virulencia (Aderem y Ulevitch, 2000). El LPS activa la respuesta inmunitaria 
innata a través del receptor TLR4 y su correceptor MD-2 (Ohto et al., 2012; Tissières y 
Pugin, 2009), y hay evidencia de que las lipoproteínas tienen un papel importante en la 
activación de los receptores TLR2 (Fournier, 2013). 
Estas diferencias en los mecanismos de señalización asociados a cada estímulo 
explican por qué el LPS, zymosán y partículas inertes de látex son capaces de inducir 
respuestas muy diferentes en las células inmunitarias estudiadas, y tener unas rutas de 
señalización distintas para generar las respuestas. 
Sería interesante profundizar más en el mecanismo de reclutamiento y analizarlo 
con otras bacterias Gram negativas y positivas, o incluso con otros microorganismos 
intracelulares como Salmonella typhimurium o Mycobacterium tuberculosis. Este es uno 





Los resultados presentados aquí permiten afirmar la implicación del complejo I 
en la modulación de la fagocitosis no opsónica de bacterias por los macrófagos. Hemos 
observado que la inhibición de la actividad del complejo I con rotenona, y con shRNA 
contra las subunidades NDUFS3 y NDFUS4, inducen todos ellos en macrófagos efectos 
similares a los encontrados cuando la proteína FASTK está ausente. Podemos 
considerar el complejo I como un sensor y efector en la regulación de la fagocitosis de 
bacterias, y esto podría ser el resultado de una adaptación evolutiva de los macrófagos 
para combatir la invasión bacteriana. 
El aumento en la fagocitosis de bacterias en los macrófagos FASTK KO es un 
resultado de potencial importancia translacional, ya que ofrece una nueva diana para 
aplicar estrategias farmacológicas con el fin de aumentar la captación y la eliminación 
de bacterias, por ejemplo, en la sepsis. La sepsis es una respuesta inflamatoria 
sistémica inducida por una infección, que conduce a una disfunción orgánica grave y es 
causa de gran mortalidad. Es un problema de salud que afecta a millones de personas 
en todo el mundo cada año. Induce defectos en la inmunidad que causan inflamación 
prolongada, supresión inmunitaria (como la disminución en la producción de citoquinas 
y se reduce la fagocitosis, entre otras características), con susceptibilidad a las 
infecciones y la muerte. La neumonía es el origen más común de sepsis, seguido de las 
infecciones del tracto urinario y de las intraabdominales (Delano y Ward, 2016; Angus 
et al., 2013). 
En la primera versión del manuscrito enviado a Journal of Immunology no se 
definió cuál de las etapas del proceso fagocítico estaba regulada por la proteína FASTK 
durante la fagocitosis: unión receptor-ligando, internalización de la partícula, fusión 
fagolisosomal o destrucción de las partículas o bacterias ingeridas. En este estudio, se 
observó un aumento en la fagocitosis a los 60 minutos después de la exposición de 
partículas fagocíticas en los macrófagos FASTK KO en comparación con los 
macrófagos WT. Se demostró que el número de bacterias E.coli y S.aureus (dos horas 
después de la infección) que sobrevivían era mayor en los macrófagos FASTK KO que 
en los controles WT. El comentario crítico más importante de los revisores de esa 
versión del artículo era identificar si la ausencia de FASTK conducía a un retraso en la 
fusión fagolisosomal. Hay que tener en cuenta que un aumento de la actividad 
bactericida a las dos horas en nuestro ensayo podría significar un retraso en la fusión 
fagolisosomal. Tras revisar la literatura (Blander y Medzhitov, 2004; Viegas et al., 2012; 
Maselli et al., 2002; Sokolovska et al., 2013; Wang et al., 2008; Santarino et al., 2017), 
decidimos llevar a cabo la fagocitosis en presencia de partículas no opsonizadas a 




se han realizado reduciendo los tiempos de incubación con bacterias (E.coli, S.aureus), 
zymosán y partículas inertes de látex (beads) en los protocolos de fagocitosis y ensayos 
de protección con gentamicina utilizados. Los resultados obtenidos en la versión final 
del manuscrito (para el tiempo de incubación de 30 minutos, ver figura 1A, figura 3A, 
figura 4B, figura 5C, panel inferior; y para el tiempo de incubación de 15 minutos, ver 
figura suplementaria 1B, figura suplementaria 3C y figura suplementaria 4A en el 
Anexo II) muestran a los 15 y 30 minutos después de añadir las bacterias un aumento 
en la captación bacteriana en los macrófagos FASTK KO. En segundo lugar, se estudió 
la unión (binding) de las bacterias a los macrófagos durante la fagocitosis, para ello se 
incubaron los macrófagos FASTK KO y WT con bacterias no opsonizadas marcadas 
con FITC y sin antibiótico ni FBS, a 4ºC durante 30 minutos y se cuantificó la adherencia 
de bacterias por citometría de flujo. No se observaron diferencias en la unión de las 
bacterias entre los macrófagos WT y los macrófagos FASTK KO. En tercer lugar, se 
empleó el ensayo de protección con gentamicina para estudiar la actividad bactericida 
(killing) a diferentes tiempos de incubación (0, 15, 30, 45, 60, 90 y 120 minutos). Las 
bacterias no opsonizadas se expusieron a los macrófagos durante 15 minutos seguido 
de los diferentes tiempos de incubación con gentamicina especificados hasta las 2 
horas. El tiempo 0 corresponde a 15 minutos después de añadir la gentamicina. En este 
experimento se plaquearon las diluciones seriadas de los lisados celulares en placas de 
LB agar y se contaron las bacterias (UFC) a las 24 horas de crecimiento a 37ºC. Se 
confirmó así que la actividad bactericida no estaba alterada en los macrófagos FASTK 
KO en ningún tiempo de la cinética, y se correlacionaban las UFC en los macrófagos 
FASTK KO con el aumento observado en la captación bacteriana. En el último tiempo 
de la cinética (120 minutos) los macrófagos FASTK KO y WT habían eliminado el ~60% 
de E.coli ingerido y el ~50 % de S.aureus ingerido. En conjunto, estos datos demuestran 
que la fase de la fagocitosis que estaba aumentada en los macrófagos FASTK KO es la 
internalización de bacterias. Estos experimentos también se llevaron a cabo en los 
macrófagos WT y los macrófagos tratados con rotenona, mostrando una actividad 
bactericida normal a tiempo 120 minutos. Se observó el mismo fenotipo en las células 
RAW 264.7 silenciadas en las subunidades NDUFS3 y NDUFS4. Además, los 
experimentos de fagocitosis a tiempos cortos se llevaron a cabo en las células a las que 
se reintrodujo FASTK, y en las células pretratadas con el compuesto C (compound C) 
(ver Figura 5C, Figura 6C, Figura suplementaria 4A del Anexo II). 
También se analizó la fusión fagolisosomal con la bacteria E.coli que expresaba 
GFP. Los fagosomas contienen las bacterias fagocitadas que maduran en 





y lisosomas, y colocaliza con la proteína LAMP. Se evaluó la maduración de los 
fagosomas que contenían E.coli-GFP por su capacidad de colocalizar con Lysotracker. 
Se realizó de forma similar al ensayo de protección con gentamicina, introduciendo el 
Lysotracker Red DND-99 (500 nM) durante los últimos cinco minutos de cada periodo 
de incubación para observar la colocalización de E.coli (verde) con el LysoTracker (rojo). 
Se demostró que no había un retraso en la fusión, ya que los macrófagos FASTK KO y 
WT muestran porcentajes similares de colocalización entre los dos marcadores verde y 
rojo. Se observó que alcanzaban ~50 % de colocalización en 120 minutos (ver Figura 
suplementaria 2B del Anexo II). Luego las cinéticas de la maduración de los 
fagosomas que contenían E.coli en los dos tipos de macrófagos eran similares y no 
estaban alteradas. 
Los experimentos llevados a cabo muestran que la unión receptor-ligando (binding), 
la fusión fagolisosomal (phagolysosomal fusion) y la eliminación bacteriana (killing) 
están intactos en las células deficientes en FASTK o en las que se induce inhibición del 
CI mitocondrial. 
2. El complejo I y el metabolismo mitocondrial en la inmunidad innata 
Los macrófagos murinos peritoneales tratados con rotenona y expuestos a las 
bacterias Gram negativas (E.coli), así como con las bacterias Gram positivas (S.aureus), 
mostraron una capacidad fagocítica aumentada. En consonancia con este hecho, la 
activación de los macrófagos con el componente de la pared celular de bacterias Gram 
negativas, el lipopolisacárido, a través del receptor TLR4 induce una reprogramación 
metabólica, que consiste en la disminución de la respiración mitocondrial (OXPHOS) y 
en el aumento de la glucólisis, mientras que la glutamina repone el ciclo del ácido 
tricarboxílico a través de la glutaminólisis (Tannahill et al., 2013; Lachmandas et al., 
2016; Rodríguez-Prados et al., 2010; O’Neill y Pearce, 2016). Dependiendo del tipo de 
receptor TLR estimulado existen diferentes vías metabólicas en los monocitos. Cuando 
el complejo I se inhibe farmacológicamente hay una disminución en la producción de 
citoquinas y de la fagocitosis, y un aumento en la producción de oxígeno y en la actividad 
enzimática mitocondrial solo en los monocitos estimulados con P3C (lipopéptido que 
activa el heterodímero TLR1/TLR2), pero ésto no ocurre después de la estimulación con 
LPS (Lachmandas et al., 2016). 
La mitocondria regula el flujo de electrones como adaptación de las señales 
inmunitarias innatas. El metabolismo mitocondrial y la ETC regulan la señalización, 
transcripción y epigenética en esta respuesta inmunitaria innata. La señalización de los 





En la fagocitosis, los macrófagos son dependientes de varias vías metabólicas, 
como la oxidación de ácidos grasos. El cambio del metabolismo que provoca el LPS de 
las bacterias Gram negativas está relacionado con el estudio de Garaude et al., que han 
identificado adaptaciones de la ETC como un punto metabólico-inmunológico que ajusta 
la respuesta inmunitaria innata a la infección de bacterias. Si bien confirman la 
disminución en el ensamblaje del complejo I que resulta en la disminución de la actividad 
de este complejo y en las adaptaciones metabólicas celulares tras el reconocimiento de 
bacterias Gram negativas vivas. Además, estos autores describen que el 
reconocimiento de bacterias Gram negativas a través del receptor TLR y vías 
dependientes del inflamasoma NLRP3 disminuyó transitoriamente la abundancia de los 
supercomplejos dentro de la mitocondria del macrófago. Este estudio muestra que la 
fagocitosis de bacterias vivas en los macrófagos, desestabiliza el ensamblaje del 
complejo I de la ETC reduciendo su actividad, pero aumentando la actividad del 
complejo II. Estos cambios dependen de la NADPH oxidasa del fagosoma (NOX) y la 
tirosina quinasa Fgr dependiente de la producción de ROS (Garaude et al., 2016), en 
consonancia con el estudio de Acín-Pérez et al. En este estudio se demuestra que la 
activación de la glicerol-3-fosfato deshidrogenasa y el complejo II, aumentan en la 
respuesta a bacterias vivas o al RNA bacteriano mediado por TLR. La actividad del CII 
produce ROS fagosomal, que activa la tirosina quinasa Fgr (Acín-Pérez et al., 2014). 
El cambio metabólico con depresión de OXPHOS y aumento de la glucólisis 
aeróbica depende de la ruta fosfatidil inositol 3’-quinasa/Akt, ruta que es inhibida por la 
proteína quinasa activada por adenosina monofosfato (AMPK). Este cambio ha sido 
descrito en células dendríticas tras la activación de los receptores TLR2, TLR4 y TLR9 
y es bloqueado por la citoquina antiinflamatoria IL-10 y AMPK (Krawczyk et al., 2010). 
Por lo tanto, las adaptaciones de la cadena respiratoria mitocondrial contribuyen a la 
defensa frente a bacterias, y ocurre después de la activación de los receptores 
inmunitarios innatos. 
El perfil metabólico de los macrófagos durante la infección por ciertas bacterias 
puede deberse a una alteración en la organización de los complejos respiratorios 
mitocondriales. Aún hay pocos estudios sobre el impacto de la reprogramación 
metabólica y la importancia de ciertas disfunciones mitocondriales en la función de la 
respuesta inmunitaria. 
Hay estudios que muestran los cambios metabólicos durante la fagocitosis, por 
ejemplo, la activación mediante LPS lleva a la acumulación de citrato en los macrófagos 
que puede ser metabolizado a ácido itacónico, ejerciendo éste efectos antibacterianos 





pneumophila (Michelucci et al., 2013; Naujoks et al., 2016). Las enzimas pueden formar 
grandes complejos, y proporcionan evidencia de la existencia de supercomplejos 
respiratorios mitocondriales, identificando el ensamblaje dinámico como un mecanismo 
a través del cual las células pueden adaptarse a la cadena de transporte de electrones. 
Se ha descrito una proteína de ratón (SCAFI) que modula el ensamblaje de los 
complejos respiratorios en supercomplejos (Lapuente-Brun et al., 2013). Se ha 
propuesto que el ensamblaje dinámico de los complejos respiratorios dentro de los 
supercomplejos, puede conferir ventajas funcionales para las células potenciando el 
flujo de electrones dentro de la cadena de transporte de electrones, y previniendo así la 
generación de ROS o estabilizando los complejos respiratorios individuales (Enríquez 
et al., 2016). Un cambio en el sustrato del ciclo de los ácidos tricarboxílicos modifica la 
relación NADH/FADH2, que puede saturar la capacidad de oxidación de la coenzima Q 
y por tanto inducir una transferencia de electrones reversa hacia el complejo I. Esto 
aumenta los superóxidos que oxidan las proteínas específicas del complejo I y por lo 
tanto conduce a un desensamblaje de este complejo (Guarás et al., 2016). Después del 
acoplamiento de los TLRs de superficie, la expresión de ROS dentro de la ETC aumenta 
y esto constituye una fuente de ROS desestabilizadores del complejo I (West et al., 
2011a). Utilizando la metfomina como inhibidor del metabolismo mitocondrial se reduce 
la producción de interferón-g, sugiriendo que esta inhibición podría ser una nueva 
estrategia terapéutica prometedora para ciertas enfermedades autoinmunes como por 
ejemplo el lupus eritematoso sistémico. Se ha descrito también una relación entre la 
glucólisis y el metabolismo oxidativo mitocondrial en las funciones inflamatorias en las 
células T CD4+ (Yin et al., 2015). 
Todos estos datos señalan al complejo I como un regulador importante de la 
fagocitosis bacteriana mediada por los macrófagos. La disminución de la actividad del 
complejo I puede generar cambios en el metabolismo oxidativo, como el consumo de 
oxígeno, la glucólisis, los niveles de lactato, la relación entre NAD+/NADH. Por este 
motivo, nuestro laboratorio planea llevar a cabo ensayos para conocer qué impacto tiene 
la inhibición del CI mitocondrial en el perfil metabólico del macrófago, ya que no hay 
evidencia que relacione directamente la reprogramación metabólica de los macrófagos 
con un aumento en la fagocitosis no opsónica de bacterias. Se estudiarán las 
actividades de los complejos OXPHOS, el perfil bioenergético y los perfiles glucolíticos, 
como las tasas de consumo de oxígeno (OCR, Oxygen Consumption Rates) y las tasas 
de acidificación extracelular (ECAR, Extracellular Acidification Rates), en los 
macrófagos peritoneales murinos WT y FASTK KO, así como en las células RAW 264.7 




y muertas): E.coli y S.aureus. Los resultados esperados serían un aumento en ECAR 
en los macrófagos FASTK KO y células RAW 264.7 silenciadas en NDUFS3 y NDUFS4, 
y una disminución en la actividad del complejo I y OCR. Podría haber un aumento en la 
actividad del complejo II al añadir bacterias Gram negativas durante la infección 
bacteriana según el estudio de Garaude et al., por los cambios descritos en la estabilidad 
de los supercomplejos (Garaude et al., 2016). 
También se cuantificarán los niveles intracelulares de algunos metabolitos del 
ciclo de Krebs, como el succinato, itaconato y citrato, y de la expresión de enzimas 
glicolíticas como hexoquinasa 2 (HK2), fosfofructoquinasa-1 (PFK1) y lactato 
deshidrogenasa (LDHA). Los resultados esperados serán un incremento en algunos de 
los metabolitos involucrados en el aumento de la fagocitosis no opsónica de bacterias 
en los macrófagos FASTK KO, y células RAW 264.7 silenciadas en NDUFS3 y NDUFS4. 
Como se ha descrito anteriormente algunos de estos metabolitos tienen funciones en la 
señalización inflamatoria (Kelly et al., 2015; Mills et al., 2018). También sería interesante 
explorar el efecto de la inhibición de AMPK en el metabolismo de los macrófagos FASTK 
KO en presencia o no de bacterias. 
3. Mecanismos moleculares en la regulación de la fagocitosis 
3.1. AMPK como vía de señalización de la fagocitosis 
Como mencionamos anteriormente, AMPK es una quinasa heterotrimérica 
compuesta por una subunidad catalítica a y dos subunidades reguladoras, b y g. Los 
vertebrados tienen varias isoformas de cada subunidad, codificado por diferentes genes. 
En humanos hay dos isoformas a (a1 y a2), dos b (b1 y b2), y tres g (g1, g2 y g3) (Herzig 
y Shaw, 2018). La subunidad a contiene un dominio quinasa y un residuo crítico, Thr172, 
cuya fosforilación activa AMPK. La quinasa AMPK se considera como una diana 
potencial para el tratamiento de enfermedades asociadas con un cambio metabólico. 
Esto incluye la diabetes, la obesidad y el hígado graso y también el cáncer, que está a 
menudo asociado a cambios en el metabolismo (Herzig y Shaw, 2018; Carling et al., 
2017). 
Con objeto de explicar el mecanismo de acción de la proteína FASTK en la 
regulación de la capacidad fagocítica de bacterias mediada por los macrófagos, en 
primer lugar, se estudió la fosforilación de AMPKa. Está descrito que las células 
sometidas a inhibición del complejo I dependían de glucosa y tenían una mayor 





respuesta metabólica y una adaptación que depende de la activación de AMPK 
(Distelmaier et al., 2015). 
De acuerdo con esto, nos preguntamos si la fosforilación de AMPKa estaría 
afectada en los macrófagos de ratón deficientes en la proteína FASTK, debido a que 
mostraban una disminución en la actividad del complejo I. Después de llevar a cabo este 
experimento, se obtuvieron los resultados esperados, es decir, observamos que los 
macrófagos FASTK KO muestran un aumento en los niveles basales de la fosforilación 
de AMPKa. Tras la estimulación con las bacterias el aumento de la fosforilación de 
AMPKa sólo es significativo en los macrófagos de tipo salvaje, mientras que en los 
macrófagos FASTK KO no se observó un aumento significativo en la fosforilación de 
AMPKa. La activación de AMPK puede ser importante en la defensa del huésped a 
través del aumento en la captación (uptake) y en el aclaramiento de bacterias. 
Nuestros datos han sido comparados con los obtenidos en estudios que han 
demostrado que la activación de AMPK tiene efectos antiinflamatorios y aumenta la 
capacidad fagocítica de neutrófilos o macrófagos para ingerir bacterias. En un estudio 
sobre el papel de AMPK en la fagocitosis se ha descrito que la ingestión de E.coli o de 
células apoptóticas por los macrófagos aumentan la actividad de AMPK (Bae et al., 
2011). También está descrito que el tratamiento con AICAR, metformina o berberina 
puede activar AMPK y aumentar la capacidad para ingerir bacterias, mientras que el 
compuesto C (compound C) inhibe la activación de AMPK en poblaciones celulares, 
incluyendo los macrófagos y neutrófilos (Bae et al., 2011; Zhao et al., 2008; Jeong et 
al., 2009). Estos datos se correlacionan con los resultados que hemos obtenido con el 
inhibidor de AMPK, al demostrar que los macrófagos FASTK KO y las células 
silenciadas en FASTK tratadas con el compuesto C revierten el fenotipo estudiado. 
La activación de AMPK por AICAR o metformina aumenta también la eferocitosis 
(Bae et al., 2011). Otros estudios muestran que el mecanismo de acción de la 
metformina está involucrado en la activación de AMPK en los hepatocitos, induce estrés 
energético a través de la inhibición del complejo I en la mitocondria, y esto conduce a 
un cambio en la proporción ATP a AMP y la activación de AMPK (Zhou et al., 2001). Se 
ha descrito que bajas concentraciones de metformina activan AMPK por un aumento de 
la fosforilación de AMPKa, suprimiendo la producción de glucosa en los hepatocitos. El 
mecanismo que subyace al aumento de la fosforilación de AMPKa y la activación 
mediante metformina es desconocido (Meng et al., 2014). El tratamiento en neutrófilos 
con metformina o AICAR mejoran la fagocitosis y la muerte bacteriana, incluyendo una 




la actividad de AMPK y la captación de células apoptóticas (Quan et al., 2015). No está 
determinado el mecanismo responsable que muestra la activación de AMPK en la 
regulación de la fagocitosis. 
La vía de señalización de AMPK coordina el crecimiento celular, la autofagia y el 
metabolismo. AMPK se activa cuando los niveles de AMP y ADP aumentan en las 
células debido a una variedad de factores fisiológicos, como el estrés, inhibidores 
mitocondriales como las biguanidas, el resveratrol, y AICAR, entre otros (Mihaylova y 
Shaw, 2011). Jenkins et al. observan que tras inhibir el complejo I con R419 (N-(1-(4-
cyanobenzyl) piperidin-4-yl)-6-(4-(4-methoxybenzoyl) piperidine-1-carbonyl) 
nicotinamida; inhibidor del CI) en hepatocitos de ratón, hay una activación de AMPK 
(Jenkins et al., 2013). En otro estudio confirman que la rotenona induce fosforilación de 
AMPK a través de la supresión del complejo I mitocondrial, reduciendo la relación 
NAD+/NADH y el consumo de oxígeno, en hepatocitos. Otros inhibidores mitocondriales 
del complejo I, el amobarbital, y el silenciamiento de NDUFA13, subunidad del complejo 
I, tienen efectos similares (Hou et al., 2018). 
La activación de AMPK disminuye la producción de citoquinas proinflamatorias, 
incluyendo TNF-a, por el receptor TLR4 en neutrófilos y macrófagos (Zhao et al., 2008). 
Asimismo, estudios en un modelo de lesión pulmonar aguda en ratones inducido por 
LPS han demostrado que la activación de AMPK así como el aumento de especies 
reactivas de oxígeno tienen propiedades antiinflamatorias, disminuyendo la gravedad 
de la lesión pulmonar aguda (Zmijewski et al., 2009; Zmijewski et al., 2008). En el estudio 
de Mounier et al. se demostró que la deficiencia de AMPKa1 condujo a una disminución 
en la actividad fagocítica de los macrófagos, y a un bloqueo en la transición fenotípica 
de los macrófagos M1 a M2. En relación con esto, se descubrió que la AMPK fosforilada 
se asociaba solo con los macrófagos que llevaban a cabo la fagocitosis de miofibrillas 
necróticas en la regeneración muscular (Mounier et al., 2013). En la misma línea, el 
estudio de Carroll et al. proporciona evidencia de que AMPKa1 actúa como un regulador 
negativo de la función inflamatoria inducida por TLR, demostrando que los macrófagos 
y células dendríticas deficientes en AMPKa1 muestran una respuesta inflamatoria 
aumentada (Carroll et al., 2013). 
Todos estos estudios demuestran que la inhibición del complejo I activa AMPK. 
El papel del complejo I es crítico, podría subrayar el equilibrio y la especificidad de las 
vías de señalización que regulan la fagocitosis de las bacterias y su relación con las 
mitocondrias en los macrófagos, ya que por un lado la disminución del CI aumenta la 





2018), y la inflamación (datos preliminares del estudio), y por otro lado, la activación de 
AMPK disminuye la inflamación y su subunidad a es necesaria para el establecimiento 
del patrón antiinflamatorio de los macrófagos M2 (Mounier et al., 2013). Es importante 
estudiar si las citoquinas están afectadas durante el aumento observado en la 
fagocitosis no opsónica en nuestro modelo. 
3.2. AMPK y la implicación del citoesqueleto en la fagocitosis 
La activación de AMPK resulta en una reorganización del citoesqueleto, 
incluyendo un aumento en la formación de redes de actina y microtúbulos durante la 
fagocitosis (Bae et al., 2011). Tras la adición a los cultivos celulares del compuesto C, 
un inhibidor de AMPK, o de citocalasina, se observa un bloqueo en el ensamblaje de 
actina y una inhibición de la fagocitosis (Bae et al., 2011; DeFife et al., 1999; Sulahin et 
al., 2008). Además, metformina y AICAR inducen polimerización de actina, y activan a 
AMPK. Esto demuestra que la activación farmacológica de AMPK aumenta la capacidad 
fagocítica, que en este caso se propuso que estaba relacionada con un aumento en la 
polimerización de actina y microtúbulos. Por lo que podría facilitar la erradicación 
bacteriana en sepsis y otras condiciones inflamatorias, mientras que la activación de 
AMPK no se observó en los macrófagos derivados de médula ósea expuestos a células 
apoptóticas (Park et al., 2013). Lo que plantea la posibilidad de que haya efectos 
diferenciales, en la digestión de la partícula ingerida, en función del estado de activación 
de los fagocitos. 
Un sustrato directo de AMPK, CLIP-170, está involucrado en la dinámica de los 
microtúbulos durante la fagocitosis (Binker et al., 2007). Se ha demostrado que AMPK 
regula la dinámica de los microtúbulos a través de la fosforilación de CLIP-170. Además, 
se ha estudiado que el inhibidor de AMPK, compuesto C, reduce los niveles de 
fosforilación de CLIP-170, mientras que el activador de AMPK, AICAR, no afecta a la 
fosforilación de CLIP-170 (Nakano et al., 2010). Es posible que AMPK pueda afectar a 
otras proteínas del citoesqueleto asociadas con la fagocitosis como Rac1 y las proteínas 
efectoras de Rac: PAKs (p21-activated kinases) y WAVE (WASp family verprolin-
homologous protein), ya que hay evidencias de que la adición de AICAR en los 
macrófagos aumenta la fosforilación de PAK1/2 y WAVE2 (Bae et al., 2011). Uno de los 
objetivos para la continuación de este trabajo de investigación es explorar los niveles de 
fosforilación de PAK1/2 y WAVE durante la fagocitosis no opsónica en los macrófagos 
FASTK KO. 
En el estudio Quan et al. también observan un aumento de la fagocitosis de 




de la vía p38 MAPK, sugiriendo que es independiente de AMPK y está asociado con la 
reorganización del citoesqueleto (Quan et al., 2015). En consonancia con estos estudios 
discutidos, nuestra investigación profundizará en el estudio y la cuantificación del 
contenido de F-actina durante la fagocitosis de bacterias, ya que se ha observado un 
aumento en el contenido de la proteína F-actina durante la fagocitosis de E.coli en los 
macrófagos FASTK KO. Este hecho pone de manifiesto la necesidad de llevar a cabo 
otras aproximaciones experimentales para que podamos revelar los mecanismos 
moleculares discutidos en detalle. 
AMPK es sensible al nivel celular de las especies reactivas de oxígeno. En 
muchos casos el estrés oxidativo resulta en la supresión intracelular de ATP. Sin 
embargo, estudios recientes han revelado que ROS puede estimular la actividad de 
AMPK incluso sin una disminución del ATP celular (Zmijewski et al., 2008; Quintero et 
al., 2006; Zmijewski et al., 2010). La inhibición del complejo I con rotenona o metformina 
se asocia con niveles intracelulares aumentados de superóxido y peróxido de hidrógeno, 
así como con la inhibición de IkB-a inducida por LPS, disminuye la activación de NF-kb 
y la producción de citoquinas proinflamatorias en los neutrófilos estimulados con LPS. 
También se demostró que la rotenona y metformina disminuyen la gravedad en un 
modelo de lesión pulmonar en ratón. Aunque generalmente se cree que la mayor 
formación de las especies reactivas de oxígeno se asocia con situaciones 
fisiopatológicas que conducen a la lesión celular y la disfunción orgánica, se han 
demostrado efectos beneficiosos de ROS en la modulación de la inflamación, incluida 
la lesión pulmonar aguda asociada a LPS (Zmijewski et al., 2008). 
3.3. El aumento de ROS mitocondrial en la fagocitosis 
Como ya hemos mencionado, los fagocitos son células especializadas del 
sistema inmunitario que fagocitan microorganismos patógenos y los destruyen en 
fagosomas. El proceso de eliminación eficiente de bacterias depende principalmente de 
la producción de especies reactivas de oxígeno, dado que los ROS son tóxicos para los 
microorganismos y además actúan como segundos mensajeros activando otros 
mecanismos microbicidas. Las especies reactivas de oxígeno están implicadas en 
enfermedades inflamatorias crónicas incluyendo la artritis reumatoide y la esclerosis 
múltiple, entre otras. Se generan en la membrana del fagosoma a través de NOX como 
un subproducto de la cadena de transporte de electrones mitocondrial (Lambeth, 2004; 
Pavia y Boza, 2014), y las NADPH oxidasas son críticas en la defensa del huésped al 
producir superóxido. Cabe destacar que la disfunción mitocondrial está asociada con un 





mitoROS contribuyen de forma directa en la producción de citoquinas proinflamatorias 
y la respuesta inmunitaria innata, considerándose importantes en la actividad bactericida 
de los macrófagos, y funcionan como intermediarios de señalización para facilitar la 
adaptación de la célula al estrés (Sena y Chandel., 2012). 
Así pues, nos planteamos si la actividad microbicida estaría afectada en los 
ratones deficientes en la proteína FASTK. A través de la sonda sensible a ROS, 
MitoSOX, para medir el superóxido (mitoROS) por citometría de flujo, se ha identificado 
una señalización de mitoROS involucrada en la defensa del huésped demostrando que 
los macrófagos deficientes de FASTK durante la fagocitosis producen un aumento en la 
producción de ROS mitocondriales en comparación con las células WT. Mientras que la 
cantidad basal de los mitoROS era prácticamente la misma. En cambio, los ROS 
intracelulares, medidos a través de quimioluminiscencia no mostraron cambios en los 
macrófagos murinos deficientes de la proteína, ni en los macrófagos tratados con 
rotenona en comparación con los de tipo salvaje, durante la fagocitosis de bacterias y 
zymosán. 
Por lo tanto, el mecanismo por el cual ROS elimina a los patógenos sigue siendo 
un tema de debate y está aún por definir. Desde el punto de vista de los fagocitos, es 
crítico producir cantidades suficientes de ROS para eliminar al patógeno antes de que 
pueda dar una respuesta eficaz al estrés oxidativo. En cambio, la producción de ROS 
insuficiente no sólo no elimina a los patógenos, también induce una respuesta de estrés 
que permite al patógeno resistir a mayores concentraciones de ROS. Por lo tanto, en 
determinadas circunstancias, los niveles bajos de ROS podrían provocar más daño que 
beneficio para el huésped (Dupré-Crochet et al., 2013). 
Otros estudios han demostrado que la producción de mitoROS es esencial para 
múltiples vías iniciadas por receptores TLR. La activación de los receptores TLR 
asociados a la membrana de macrófagos (TLR1, TLR2 y TLR4) en respuesta a bacterias 
mediante la señalización del complejo I mitocondrial, está mediado por la asociación de 
TRAF6 con ECSIT. La interacción entre las dos moléculas conduce a una ubiquitinación 
de ECSIT, resultando en el aumento en la producción de mitoROS. Por lo que se 
demuestra una comunicación directa entre los receptores TLR de macrófagos y la 
mitocondria. Sin embargo, esta señalización de la mitocondria al fagosoma del 
macrófago por la cual ECSIT controla la generación de mitoROS permanece sin definir. 
Los macrófagos de ratón que carecen de ECSIT o TRAF6 muestran niveles disminuidos 
de ROS y la capacidad bactericida intracelular está disminuida. Además, la reducción 




eliminación bacteriana defectuosa, lo que confirma el papel de los mitoROS en la 
actividad bactericida (West et al., 2011a). 
Los resultados obtenidos sobre la producción de mitoROS podrían interpretarse 
que son causados como consecuencia de la disminución de uno de los complejos, el 
complejo I mitocondrial, puesto que observamos un aumento en los mitoROS tras la 
infección con bacterias en los macrófagos FASTK KO en comparación con los 
macrófagos WT. Este dato se correlaciona con el estudio de West et al. (West et al., 
2011a) que demuestran la liberación de mitoROS en el fagosoma como consecuencia 
del tráfico mitocondrial para mejorar el aclaramiento de bacterias intracelulares. 
En este contexto la activación de la inmunidad innata de los fagocitos a través 
de la señalización TLR en respuesta a las bacterias, conduce a una activación de las 
quinasas Mst1 y Mst2 que se requiere para la producción óptima de ROS y la actividad 
bactericida de los fagocitos, por la activación de la GTPasa Rac, y a través del tráfico 
mitocondrial y la asociación de TRAF6 con ECSIT (Geng et al., 2015). Por tanto, la 
señalización del eje TLR-Mst1-Mst2-Rac es crítica para una función efectiva fagosoma-
mitocondria y la inducción de mitoROS (Geng et al., 2015). En esta línea, se ha 
estudiado la regulación de la vía TLR/mitoROS en las células de pacientes con síndrome 
periódico asociado a defectos del receptor del factor de necrosis tumoral (TRAPS), 
trastorno autoinflamatorio autosómico dominante que se caracteriza por fiebres 
recurrentes, dolor abdominal, erupción migratoria, mialgia y artralgia. Se ha observado 
que las células de estos pacientes tienen mayor capacidad de respuesta a LPS debido 
al aumento de la producción de mitoROS. Una nueva estrategia para disminuir los 
síntomas de este trastorno autoinflamatorio es bloquear la producción de ROS 
mitocondriales (Bulua et al., 2011). Opuesto a estos datos, nos encontramos que la 
infección intracelular de Brucella abortus en células HeLa o macrófagos peritoneales, 
conduce a una activación de AMPK que inhibe la producción de especies reactivas de 
oxígeno en las células al suprimir la NADPH oxidasa, lo que contribuye a la 
supervivencia del patógeno bacteriano (Liu et al., 2016). Los macrófagos y neutrófilos 
de ratones deficientes en la proteína adaptadora MyD88 se ven afectados en su 
capacidad para destruir bacterias. Esto se debe a una función alterada del complejo 
NADPH oxidasa que conlleva a la producción reducida de ROS (Laroux et al., 2005). 
Esto podría indicar una relación entre las moléculas adaptadoras que intervienen en el 
reconocimiento del microorganismo y la producción de mitoROS. 
NOX2 es una isoforma de la NADPH oxidasa, cuya subunidad catalítica es 





de gp91phox, producen niveles significativamente más bajos de IL-6. Esta pérdida está 
relacionada con la incapacidad de los macrófagos para producir ROS, mostrando una 
relación directa entre la producción de ROS mediada por NOX2 y la producción de 
citoquinas inflamatorias (Franchini et al., 2013). 
Se ha descrito que los macrófagos deficientes en Ucp2, miembro de la familia 
de proteínas localizadas en la membrana mitocondrial interna que pueden desacoplar 
el gradiente electroquímico de la generación de ATP, generan más ROS en respuesta 
a Toxoplasma gondii regulando la respuesta inmunitaria frente al parásito y mejorando 
la capacidad bactericida (Arsenijevic et al., 2000). En el estudio de Rousset et al. 
observan un fenotipo similar: los ratones deficientes en Ucp2 eran más resistentes a 
Listeria monocytogenes con la producción de niveles altos de ROS (Rousset et al., 
2006). La pérdida de Ucp2 dio como resultado un aumento en el potencial de membrana 
mitocondrial que afectó de forma negativa a la capacidad fagocítica. Los ratones 
deficientes en Ucp2 mostraron defectos in vivo en la eliminación de células apoptóticas 
en el timo y los testículos. Además, los fagocitos que engloban las células apoptóticas, 
pero no las partículas sintéticas, tienen una mayor tasa de oxidación de ácidos grasos 
(Park et al., 2011). Otro estudio investiga que los macrófagos deficientes en Ucp2 
producen más mitoROS en condiciones basales que las células normales control, 
mientras que los macrófagos que tienen Ucp2 estimulados con LPS durante una hora 
aumentan la producción de mitoROS a diferencia de los macrófagos deficientes en Ucp2 
estimulados con LPS que no modifican la generación de mitoROS. Esto indica que la 
ausencia de esta proteína en la célula induce la producción de mitoROS (Emre et al., 
2007). 
Los defectos mitocondriales están implicados en una variedad de problemas 
clínicos. Recientemente se ha informado que algunas proteínas mitocondriales son 
esenciales para la inmunidad innata, pero la función de la cadena respiratoria 
mitocondrial en la inmunidad innata es en gran parte desconocida. En el estudio de 
Chen et al. estudian una proteína de la subunidad del complejo I de la cadena 
respiratoria mitocondrial, GRIM-19 (gene associated with retinoid-IFN-induced mortality-
19), encontrando que los ratones heterocigotos GRIM-19+/- son propensos a la infección 
espontánea del tracto urinario, principalmente por Staphylococcus saprophyticus. 
Demuestran que los macrófagos derivados de estos ratones tienen una actividad 
reducida del complejo I mitocondrial, un aumento en los niveles de ROS, una 
disminución en la capacidad de eliminar bacterias y la producción de citoquinas 
proinflamatorias (como IL-1, IL-12, IL-6, IFN-g). Inhibidores mitocondriales como la 




la cadena respiratoria mitocondrial tiene un papel importante en la defensa contra las 
bacterias (Chen et al., 2012). La rotenona es un inhibidor efectivo de la cadena de 
transporte de electrones, aunque se ha demostrado que aumenta y disminuye la 
producción de ROS mitocondrial en una variedad de tipos celulares (Li et al., 2003; 
Thompson et al., 2007). La rotenona fue capaz de inducir la producción mitocondrial de 
ROS en las células HL-60 (Human promyelocytic leukemia cells), sugiriendo que es 
capaz de inducir apoptosis a través de la producción mitocondrial de especies reactivas 
de oxígeno (Li et al., 2003). La rotenona aumenta la producción de ROS en presencia 
de una concentración elevada de NADH. Sin embargo, en otro estudio se ha demostrado 
que el inhibidor metformina disminuye la producción de ROS relacionado con el flujo 
reverso pero no aumenta la producción de ROS relacionado con el flujo normal en 
presencia de glutamato-malato. Esta inhibición con metformina no afecta a la producción 
de ROS (Batandier et al., 2006). 
Hay algunos estudios que relacionan los mitoROS con la activación de AMPK y 
el metabolismo, por ejemplo, se ha demostrado que mitoROS es un activador fisiológico 
de AMPK y que AMPK se une a mitoROS regulando la homeostasis y el balance 
metabólico celular (Rabinovitch et al., 2017). Hay autores que han propuesto que el 
peroxinitrito activa AMPK sin modificar el ratio ATP/AMP (An et al., 2007). De forma 
similar, otros autores observan que la inhibición del complejo I con rotenona, así como 
con metformina, conduce a la generación de radicales O2-, involucrados en la activación 
de AMPK en células endoteliales aórticas bovinas vía ONOOO-, oxidante formado por 
óxido nítrico (NO) y aniones superóxido (O2-) (Zou et al., 2004). En el estudio de 
Mackenzie et al., observaron que la producción de ROS mitocondriales en el endotelio 
de pacientes con enfermedad coronaria y diabetes tipo 2 aumentaba la activación de 
AMPK, demostrando el papel de la quinasa en la defensa contra el estrés oxidativo 
(Mackenzie et al., 2013). Además, la disfunción mitocondrial inducida por el 
silenciamiento de la subunidad del complejo I NDUFS3, en células de riñón embrionario 
humano (HEK-293T), aumenta la glucólisis aeróbica regulada por el desequilibrio de 
ROS (Suhane et al., 2013). 
Los metabolitos mitocondriales contribuyen a las funciones bactericidas del 
macrófago. Algunos metabolitos mitocondriales y el uso de inhibidores del complejo I y 
complejo II pueden modular la producción de citoquinas. Por ejemplo, la inhibición del 
complejo II aumenta la producción de IL-1RA y de IL-10 que promueven la respuesta 
antiinflamatoria previniendo la generación de mitoROS y la oxidación del succinato. El 





mitoROS para estabilizar el factor de transcripción HIF-1a, promoviendo la expresión de 
la citoquina proinflamatoria IL-1b (Mills y O’Neill, 2016; Tannahill et al., 2013). En otros 
estudios se ha demostrado que los macrófagos activados por LPS inducen la producción 
de ROS, mientras que al utilizar inhibidores mitocondriales como la rotenona y la 
metformina disminuye la producción de mitoROS, reduciendo la producción de IL-1b y 
aumentando la producción de IL-10 (Kelly et al., 2015). Esto está respaldado por 
evidencias que demuestran que la deleción de la subunidad NDUFS4 del complejo I 
promueve un fenotipo de macrófago proinflamatorio (M1), lo que sugiere que la actividad 
del complejo I amortigua la activación de los macrófagos. La respuesta de los 
macrófagos a bacterias se caracteriza por un ensamblaje del complejo I reducido en los 
supercomplejos y una disminución de la actividad de este complejo. Curiosamente, la 
deleción de TLR2/4 en ratones deficientes en NDUFS4 atenuó el fenotipo inflamatorio 
(Jin et al., 2014). 
Además, los metabolitos como el fumarato o itaconato y mitoROS muestran un 
efecto directo microbicida (Garaude et al., 2016; West et al., 2011b). El succinato 
también contribuye a un aumento en el transporte de electrones reverso y la producción 
de ROS desde el CI (Chouchani et al., 2014). Del mismo modo, la succinato 
deshidrogenasa (SDH) metaboliza el succinato a fumarato en el ciclo TCA, y el fumarato 
inhibe las desmetilasas de histonas KDM5 (Arts et al., 2016). En este proceso, el 
complejo II acepta los electrones del FADH2, y al portar electrones impulsa la 
modulación de la señalización de ROS (Mills y O’Neill, 2016). Estos estudios establecen 
cómo los ROS conducen a la expresión de citoquinas proinflamatorias que caracterizan 
a los macrófagos M1, pero el mecanismo por el cual el succinato inhibe la expresión de 
genes antiinflamatorios es una cuestión abierta. 
En cualquier caso, los datos nos sugieren que los mitoROS contribuyen a la 
actividad bactericida en macrófagos, aunque el mecanismo que relaciona la 
señalización inmunitaria innata con la mitocondria durante la generación de mitoROS 
no está claro. Este hecho hace reflexionar si las especies reactivas de oxígeno 
aumentan o disminuyen la activación de AMPK durante la fagocitosis, ya que hay 
controversia y es una vía de señalización aún por investigar en detalle. 
3.4. Mecanismo molecular de acción propuesto 
Hasta donde conocemos, este estudio es el primero en describir el papel de 
FASTK y el complejo I en la modulación de la fagocitosis no opsónica de bacterias por 
los macrófagos, ya que la función de FASTK en la fagocitosis no opsónica se debe a 




Este estudio proporcionará información molecular que ayudará en el diseño de 
agentes terapéuticos antiinfecciosos. Este trabajo ha identificado que la molécula 
FASTK activa AMPK a través del complejo I, evidenciando el mecanismo de activación 
de AMPK y su relación con las especies reactivas de oxígeno mitocondriales. En la 
Figura 41 se propone un modelo en función de los datos presentados, aunque se 
requieren estudios más detallados, a lo que se dedica actualmente nuestro laboratorio. 
Estudios adicionales de los mecanismos que subyacen a la fagocitosis contribuirían 
enormemente a nuestra comprensión de cómo el sistema inmunitario innato resuelve la 
infección bacteriana y también sentaría las bases para el desarrollo de estrategias 
terapéuticas que mejoren la captación y la eliminación de bacterias en las infecciones 
incipientes, antes del inicio de la respuesta inflamatoria o en infecciones en sitios 
anatómicos con un número limitado de opsoninas. Esto es importante en pacientes que 
tienen un riesgo mayor de aspirar las secreciones orofaríngeas, por ejemplo, y 
desarrollar neumonías. 
Se requieren estudios más detallados y específicos para poder caracterizar de 
manera clara los efectos de la rotenona y el silenciamiento de las subunidades del 
complejo I, NDUFS3 y NDUFS4, en la fagocitosis no opsónica en los macrófagos. 
Además, es necesario trasladarlo a modelos in vivo, pero en función de los datos 
















Figura 41. Posible mecanismo de acción propuesto para la fagocitosis no 
opsónica de bacterias. A. Se ha evidenciado que los niveles de mitoROS aumentan y 
se fosforila la proteína AMPK: en los macrófagos FASTK KO, a través de la disminución 
de la actividad del complejo I; en los macrófagos tratados con el inhibidor del complejo 
I, rotenona; y en los macrófagos silenciados en las subunidades del complejo I, NDUFS3 
y NDUFS4. B. En los macrófagos FASTK KO durante la exposición de las bacterias 
E.coli y S.aureus no opsonizadas, aumenta la fagocitosis no opsónica, disminuye la 
actividad del complejo I (CI) mitocondrial y la actividad bactericida no está alterada. Este 
aumento induce un aumento en los mitoROS y la activación de AMPK. Al mismo tiempo, 
está aún por estudiar si disminuye el ATP celular probablemente a través de la inhibición 
de la respiración mitocondrial. Es posible que la glucólisis esté aumentada ya que se ha 
observado una disminución en el CI y posiblemente en la actividad OXPHOS (OCR 
disminuida y ECAR aumentada). Probablemente PAK1/2 y WAVE2 estén fosforiladas, 
aumentando la polimerización de actina durante la fagocitosis no opsónica. 
Se propone que AMPK es activada por los mitoROS. Se observa un aumento de 
la fagocitosis no opsónica de bacterias en los macrófagos FASTK KO y una 
hiperfosforilación (y por tanto una activación) de AMPK, así como el aumento de 
mitoROS. Así en nuestro caso, en este trabajo, se ha intentado esclarecer la posible vía 
de señalización en la fagocitosis no opsónica de bacterias. Independientemente de los 
niveles de mitoROS, es posible que la activación de AMPK se deba además a otra señal 
mediada por el complejo y/o las partículas fagocitadas a las que se exponen los 
macrófagos, como el aumento de AMP celular y que la glucólisis compense la 






































A partir de los resultados contenidos en el presente trabajo de investigación se extraen 
las siguientes conclusiones: 
1. En ausencia de la proteína FASTK se observa una disminución de la actividad 
del complejo I mitocondrial, y un incremento en la fagocitosis no opsónica de 
bacterias (E.coli y S.aureus) en los macrófagos murinos primarios y en la línea 
celular murina RAW 264.7. 
2. La ausencia de FASTK no altera sin embargo la fagocitosis de partículas de 
zymosán o de partículas inertes de látex, demostrando que el fenotipo es 
específico de la fagocitosis de bacterias. 
3. La reexpresión de mitoFASTK en los macrófagos previamente silenciados en 
FASTK, restablece a la normalidad su función fagocítica de las bacterias 
mencionadas. Esto sugiere que la isoforma mitocondrial de FASTK funciona 
como un regulador negativo de la fagocitosis no opsónica en macrófagos. 
4. La rotenona, inhibidor del complejo I mitocondrial, aumenta la capacidad 
fagocítica de los macrófagos de las bacterias E.coli y S.aureus, sin alterar su 
capacidad bactericida. 
5. También se observa un aumento de la fagocitosis no opsónica de las mismas 
bacterias tras el silenciamiento mediante shRNA de las subunidades del 
complejo I, NDUFS3 y NDUFS4.  
6. La ausencia de FASTK se acompaña de un aumento en los niveles basales de 
la fosforilación de la enzima AMPKα. 
7. El tratamiento con el compuesto C, un inhibidor de la enzima AMPK, revierte el 
fenotipo fagocítico inducido por la ausencia de FASTK en los macrófagos 
primarios murinos y en la línea celular de macrófagos RAW 264.7. 
8. Los macrófagos FASTK KO expuestos a bacterias muestran un aumento en la 
generación de las especies reactivas de oxígeno mitocondriales. 
 Es decir, los datos presentados en este trabajo demuestran que la disminución 
de la actividad del complejo I, sea por la ausencia de la proteina FASTK, o por la 
inhibición del complejo I mediante métodos genéticos o químicos, se traduce en un 
aumento de la fagocitosis no opsónica de bacterias; que se acompaña de la 
hiperfosforilación de la enzima AMPKα, y el aumento de la generación de las especies 
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X. ANEXO I. Secuencias 
Secuencias de las clonaciones  















































































































































XI. ANEXO II. Divulgación científica 
Los resultados de esta tesis han dado lugar a las siguientes participaciones en 
congresos y a la publicación en la revista internacional Journal of Immunology. 
Participación en congresos relacionados con la tesis: 
 · XX Congreso de la Sociedad Española de Enfermedades Infecciosas y Microbiología 
Clínica (SEIMC), celebrado en Barcelona, del 26 al 28 de mayo de 2016 Presentación 
oral de la comunicación con título: “Papel de FAST (Fas-activates serine threonine 
phosphoprotein) en la capacidad fagocítica y bactericida de los macrófagos”. 
· 27th European Congress of Clinical Microbiology and Infectious Disease (ECCMID), 
celebrado en Viena, del 22 al 25 de abril de 2017. Presentación póster: “The absence 
of FASTK protein (Fas-activated serine/threonine kinase) increases the phagocytic 
capacity both in-vivo and in-vitro of macrophages against E.coli and S.aureus”. 
Publicación relacionada con la tesis:  
· The mitochondrial isoform of FASTK modulates nonopsonic phagocytosis of bacteria 
by macrophages via regulation of respiratory complex I. J Immunol 2018; 201:2977-
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The Mitochondrial Isoform of FASTK Modulates Nonopsonic
Phagocytosis of Bacteria by Macrophages via Regulation of
Respiratory Complex I
Ana Garcı´a Del Rı´o,* Aitor Delmiro,†,‡ Miguel Angel Martı´n,†,‡ Roberto Cantalapiedra,*
Raquel Carretero,* Carlos Dura´ntez,* Fabiola Menegotto,* Marı´a Mora´n,†,‡
Pablo Serrano-Lorenzo,† Miguel Angel De la Fuente,x,{,1 Antonio Ordun˜a,*,‖,1 and
Marı´a Simarro#,1
Phagocytosis is a pivotal process by which innate immune cells eliminate bacteria. In this study, we explore novel regulatory mech-
anisms of phagocytosis driven by the mitochondria. Fas-activated serine/threonine kinase (FASTK) is an RNA-binding protein with
two isoforms, one localized to themitochondria (mitoFASTK) and the other isoform to cytosol and nucleus. ThemitoFASTK isoform
has been reported to be necessary for the biogenesis of the mitochondrial ND6 mRNA, which encodes an essential subunit of mi-
tochondrial respiratory complex I (CI, NADH:ubiquinone oxidoreductase). This study investigates the role and the mechanisms of
action of FASTK in phagocytosis. Macrophages from FASTK─/─ mice exhibited a marked increase in nonopsonic phagocytosis of
bacteria. As expected, CI activity was specifically reduced by almost 50% in those cells. To explore if decreased CI activity could
underlie the phagocytic phenotype, we tested the effect of CI inhibition on phagocytosis. Indeed, treatment with CI inhibitor
rotenone or short hairpin RNAs against two CI subunits (NDUFS3 and NDUFS4) resulted in a marked increase in nonopsonic
phagocytosis of bacteria. Importantly, re-expression of mitoFASTK in FASTK-depleted macrophages was sufficient to rescue the
phagocytic phenotype. In addition, we also report that the decrease in CI activity in FASTK─/─ macrophages is associated with an
increase in phosphorylation of the energy sensor AMP-activated protein kinase (AMPK) and that its inhibition using Compound
C reverted the phagocytosis phenotype. Taken together, our results clearly demonstrate for the first time, to our knowledge, that
mitoFASTK plays a negative regulatory role on nonopsonic phagocytosis of bacteria in macrophages through its action on CI
activity. The Journal of Immunology, 2018, 201: 2977–2985.
F as-activated serine/threonine kinase (FASTK) is thefounding member of a novel family of mitochondrialproteins. This family is composed of six members, FASTK
and its homologs FASTKD1–5. FASTK was initially proposed to
act as a protein kinase (1), but critical active site residues are not
conserved within the family, and this activity has been questioned
since (2). All members have been found only in vertebrates (2)
and were identified as RNA-binding proteins on the basis of
mRNA-bound proteome studies (3, 4). Through these interactions,
members of this family regulate various aspects of mitochon-
drial RNA metabolism, including mitochondrial RNA granules,
RNA processing, degradation, and translation (5–12). FASTK
can localize to different cellular compartments due to the presence
of an alternative translational initiation site. About 50% of the
endogenous FASTK protein resides in mitochondria (mitoFASTK,
∼50 kDa species), whereas the rest distributes between the nucleus
and the cytosol (cytoFASTK, ∼60 kDa species). FASTKD1–5 are
exclusively mitochondrial (2).
In mitochondria, mitoFASTK interacts with ND6 mRNA, which
encodes an essential subunit of mitochondrial respiratory complex I
(CI, NADH:ubiquinone oxidoreductase). Through this interaction,
FASTK protects ND6 mRNA from degradation by the degrado-
some (12). Accordingly, depletion of FASTK results in the loss of
ND6 mRNA and a defect in CI activity (12). In the cytoplasm,
cytoFASTK localizes to stress granules and processing bodies
and counteracts TIA-1–mediated inhibition of mRNA translation
(13, 14). In the nucleus, FASTK regulates the alternative splicing
of exons flanked by weak splice site recognition sequences.
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Accordingly, FASTK promotes the inclusion of exon IIIb of the
fibroblast growth factor receptor 2 (FGFR2) premRNA and exon 6
of Fas premRNA (15, 16).
Still very little is known about the role of FASTK in the
pathogenesis of human disease. FASTK was found to be overex-
pressed in PBMCs derived from patients with rheumatoid arthritis,
other autoimmune diseases, and asthma (17, 18). These data drew
our attention and led us to hypothesize that FASTK might play a
role in the pathogenesis of the diseases in which its transcript is
upregulated. In our attempt to identify the true function of FASTK
in immune system and immune-related diseases, we generated
FASTK knockout (FASTK─/─) mice. These mice lack the two
isoforms of FASTK, mitoFASTK and cytoFASTK, because we
deleted the entire gene (19). FASTK─/─ mice were born at the
expected Mendelian frequency, survived to maturity, and appeared
healthy (19). Our first experiments consisted in inducing experi-
mental allergic asthma and inflammatory arthritis in FASTK─/─
mice. First, we exposed mice with house dust mite for 3 wk to
identify the role of FASTK in the pathogenesis of asthma. The
neutrophil recruitment into the lung and alveolar spaces was
markedly reduced in FASTK─/─ mice compared with wild type
(WT) controls. Similarly, LPS-induced alveolar neutrophil re-
cruitment was markedly reduced in FASTK─/─ mice (19). This was
accompanied by reduced concentrations of various cytokines and
chemoattractants in bronchoalveolar lavage fluids (19). Recently,
we have also identified FASTK as a driver of joint inflammation in
the K/BxN model. In this model, arthritis has been shown to be
crucially dependent on innate immune cells, and FASTK─/─ mice
developed less severe arthritis compared with WT mice (20). The
precise molecular and cellular mechanisms leading to the anti-
inflammatory phenotype of FASTK─/─ remain to be determined
but could reflect additional targets for directed therapy against
inflammatory diseases.
One of our current lines of research aims to delineate the role of
FASTK and mitochondria in the functions of macrophages in the
innate immune response. In this study, we reveal a novel role for
FASTK in the regulation of phagocytosis. Macrophages from
FASTK─/─ mice exhibited marked increase in nonopsonic phago-
cytosis of bacteria. The analysis of the molecular mechanisms
underlying this phenotype reveals that mitochondria, namely CI
activity, are key in the control of phagocytosis.
Materials and Methods
Mice and cells
WT and FASTK─/─ mice were derived from the founder stock previously
described (19). All procedures and experiments were carried out according
to institutional guidelines for the Animal Care and Use Committee at
University of Valladolid (Spain). Elicited macrophages were obtained by
i.p. injection of 1.5 ml of 3% sterile Brewer thioglycolate medium 5 d prior
to harvesting. The murine macrophage RAW 264.7 cell line was a gift
from Dr. A. Alonso (Instituto de Biologı´a y Gene´tica Molecular, Valla-
dolid). Cell viability was determined by trypan blue exclusion assay or by
staining with crystal violet solution (0.1% in PBS) after cell fixation in 4%
paraformaldehyde. Apoptosis was examined using TUNEL assay (Roche).
Nuclei were stained with 50 ng/ml Hoechst 33258 (Sigma-Aldrich).
Digital images were captured using a Leica fluorescence microscope
(Leica DMI3000 B).
RNA interference
RAW 264.7 cells were transduced with lentivirus carrying short hairpin
RNA (shRNA) against FASTK, NDUFS3, and NDUFS4. The target se-
quences within the coding regions (coding sequences [CDS]) of the genes
of interest were as follows: mouse FASTK (RefSeq accession number
NM_023229, https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_023229) 59-GT-
CAGCTCATCATCCGAAA-39, mouse NDUFS3 (RefSeq accession num-
ber NM_026688, https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NM_026688)
59-GAGAGTATGTGGCTGAAAT-39 and mouse NDUFS4 (RefSeq
accession number NM_010887.2, https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/
NM_010887.2) 59-GCTATGATGTGGAAGAGAA-39. The target se-
quence within the 59 untranslated region (59UTR) of FASTK (RefSeq ac-
cession number NM_023229. https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/
NM_023229) was as follows: 59-GCTGGACTGCGATTGGCGTCT-39.
Inserts were prepared by annealing shRNA oligonucleotides containing
two complementary target sequences linked by a short loop and then were
cloned into the BamHI/EcoRI sites of the shRNA lentiviral vector
pGreenPuro, all according to vector manufacturer’s instructions (System
Biosciences). The resultant plasmids were screened for insert by PCR
and then sequenced with the following primers (all according to vector
manufacturer’s instructions): forward 59-AATGTCTTTGGATTTGGG-
AATCTTAT-39 and reverse 59-TGGTCTAACCAGAGAGACCCAGTA-39.
Lentiviral stocks were produced by transient cotransfection into the human
293FT cell line (Thermo Fisher Scientific) with the appropriate lentiviral
expression plasmid and lentiviral helper plasmids (psPAX2 packaging
vector and pMD2.G envelope-encoding vector) using TransIT-X2 (Mirus
Bio). psPAX2 (Addgene plasmid no. 12260) and pMD2.G (Addgene
plasmid no. 12259) were gifts from D. Trono. RAW 264.7 cells were then
transduced and selected with 7 mg/ml puromycin for at least 2 wk before
assaying. Gene silencing efficiency was assessed by quantitative RT-PCR
using SYBR Green (Thermo Fisher Scientific), and it was of 74% for
shNDUFS3 CDS, 67% for shNDUFS4 CDS, 85% for shFASTK CDS, and
78% for shFASTK 59 UTR. b-actin was used as a housekeeping gene. The
primers used for quantitative RT-PCR were as follows: mouse FASTK, 59-
CTGGAAGCCATTGCTCATTTC-39 (forward) and 59-CTCTCAAGG-
CAGGGCATAAA-39 (reverse); mouse NDUFS3, 59-GATGAGCTGA-
CACCCATTGA-39 (forward) and 59-ATGTCCCTCGAAGCCATAATC-39
(reverse); mouse NDUFS4, 59-TCTGACCTTCAGTGCCAAAG-39 (for-
ward) and 59-GTAGCCAGCTCCAACCTATTT-39 (reverse); mouse
b-actin, 59-GACATGGAGAAGATCTGGCA-39 (forward) and 59-GG-
TCTCAAACATGATCTGGGT-39 (reverse). RAW 264.7 cells stably
expressing shRNA against the 59UTR of mouse FASTK were used for
rescue experiments. These cells were transfected with constructs encoding
for red fluorescent protein (RFP) alone (Clontech), C-terminal RFP-tagged
WT human FASTK, or human FASTK deletion mutant starting at the in-
ternal methionine at position 35 (D1–34). RFP-tagged FASTK constructs
were a generous gift of Dr. N. Kedersha and Dr. P. Anderson (Harvard
University). Transfected cells were selected with 1 mg/ml G418 (Sigma-
Aldrich), and the expression of RFP-tagged constructs was assessed using
fluorescence microscopy and Western blotting.
Bacteria and other phagocytic particles
Escherichia coli strain DH5-a was from Invitrogen (Thermo Fisher Sci-
entific). Staphylococcus aureus Cowan 1 strain was from American Type
Culture Collection (ATCC 12598). Recombinant E. coli (DH5-a) bacteria
expressing GFP were obtained by introducing a pUC-based plasmid car-
rying a GFP gene (ampicillin-resistant) into chemically competent bacte-
ria. GFP-expressing S. aureus were a gift from Dr. A. Abadı´a Molina
(University of Granada, Spain). When necessary, bacteria were labeled
with fluorochromes FITC (Sigma-Aldrich) or tetramethylrhodamine-5-
(and-6)-isothiocyanate (Thermo Fisher Scientific). Briefly, heat-killed
bacteria (80˚C, 15 min) were incubated with a 0.1 mg/ml solution of
fluorochrome at 37˚C for 30 min and washed three times with PBS prior to
use. Zymosan particles were from Sigma-Aldrich and were labeled as
described for bacteria. Polystyrene latex beads were 2.0 mm in diameter
and yellow-green fluorescent (Molecular Probes, Thermo Fisher Scien-
tific). For the preparation of serum-opsonized particles, fluorochrome-
labeled, heat-killed bacteria, zymosan, and latex beads were incubated in
50% mouse serum in PBS at 37˚C for 30 min and then washed to remove
unbound serum. As to Ig-opsonized particles, the following reagents were
purchased from Molecular Probes (Thermo Fisher Scientific): zymosan A
bioparticles and E. coli (K-12 strain) bioparticles, both Texas Red conju-
gates, S. aureus (Wood strain without protein A) bioparticles fluorescein
conjugate, and purified rabbit polyclonal IgG Abs specific to each of the
three bioparticles. IgG-opsonized polystyrene latex beads were prepared
by incubation with 3 mg/ml rabbit IgG (Sigma-Aldrich) in PBS for 30 min
at 37˚C followed by extensive washing with PBS.
Phagocytosis assays
Macrophages (5 3 105) were seeded on 12-mm coverslips in 24-well
plates and were grown overnight. To remove all traces of seric proteins, the
cells were washed twice in serum/antibiotics-free DMEM medium sup-
plemented with GlutaMAX and were preincubated at 37˚C for 30 min. All
further incubations were performed in the absence of serum. Nonopsonized
fluorochrome-labeled bacteria, zymosan, or latex beads were added to
macrophages at a 100:1 ratio for 30 min at 37˚C. Where indicated, Ig- or
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serum-opsonized particles were used. After incubation periods, mac-
rophages were washed three times with cold PBS, and extracellular
FITC-labeled bacteria were quenched with a 60-s wash in trypan blue
(0.2 mg/ml). Macrophages were fixed with 4% paraformaldehyde.
Phagocytosed fluorochrome-labeled bacteria were counted under a
confocal fluorescence microscope (the characteristics of the equipment
are detailed in this Materials and Methods section under Evaluation of
phagolysosomal fusion). Phagocytic index (PI) was calculated as the
percentage of positive macrophages 3 the mean number of either
bacteria or FITC-labeled latex beads (Sigma-Aldrich) of positive
macrophage. The fluorescence of the cells was also determined by flow
cytometry using a Beckman Coulter Gallios (Beckman Coulter). In this
case, the cells were plated in 12-well plates (1 3 106 macrophages per
well). The phagocytosis test was done in a similar manner to that de-
scribed for 24-well plates.
Bacterial killing and oxidative burst assays
Bactericidal activity was measured using a gentamicin protection assay.
Briefly, elicited peritoneal macrophages and RAW 264.7 cells were plated
into 24-well plates at a density of 5 3 105 cells per well (three wells per
experimental condition) and allowed to adhere overnight. To remove all
traces of seric proteins, the cells were washed twice in serum/antibiotics-
free DMEM supplemented with GlutaMAX and were preincubated at 37˚C
for 30 min. All further incubations were performed in the absence of se-
rum. Nonopsonized bacteria were added to cells at a multiplicity of in-
fection of 50. After 15 min of incubation at 37˚C and 5% CO2, the
nonadherent extracellular bacteria were removed by washing with PBS,
and the adherent extracellular bacteria were subsequently killed by the
addition of serum-free DMEM containing gentamicin (100 mg/ml). At
time 09 (which corresponds to 15 min after addition of gentamicin) and
subsequent time points, cells were washed three times with PBS and lysed
with 1 ml of sterile distilled water. Serial dilutions of cellular lysates were
plated onto Luria–Bertani agar plates, and the number of CFUs was de-
termined after 24-h growth at 37˚C. The percentage of killed bacteria was
calculated as follows: % killing = 100 2 [(no. of CFU at time X/no. of
CFU at time 09) 3 100].
The oxidative burst in macrophages was triggered by exposure to bacteria
(ratio of bacteria to cells was 100:1) and detected using a luminol-based
bioassay. Chemiluminescence was detected in 323-ml samples that con-
tained 2 3 105 macrophages, 200 mM luminol (Thermo Fisher Scientific),
and 16 U of HRP (Sigma-Aldrich) in a microplate luminometer (Appliskan;
Thermo Fisher Scientific).
Evaluation of phagolysosomal fusion
We monitored the kinetics of phagolysosomal fusion under experimental
conditions similar to those of the gentamicin protection assay described
above. Elicited peritoneal macrophages (5 3 105) were seeded on 12-mm
coverslips in 24-well plates and were grown overnight. Cells were switched
to serum/antibiotics-free conditions and pulsed for 15 min with non-
opsonized GFP-expressing E. coli (at a multiplicity of infection of 50). Cells
were chased for different times in the presence of gentamicin (at 100 mg/ml)
and were loaded with Lysotracker Red DND-99 (500 nM) for the last 5 min
of each chase period. Time 09 corresponds to 15 min after addition of
gentamicin. Before fixation, coverslips were washed three times in PBS and
then fixed in 4% paraformaldehyde for 15 min at room temperature. Nuclei
were stained with 5 m/ml Hoechst 33342, and after washing with PBS, the
coverslips were mounted and viewed. Confocal images were obtained with
a 633 oil immersion objective (HCX PL Apo CS NA = 1.4; Leica) attached
to a confocal DMI 6000B microscope with a TCS SP5 confocal system
(Leica) equipped with acousto-optical beam splitter and acousto-optic
tunable filter systems. We obtained confocal sections under constant con-
ditions to minimize image acquisition variation. Images were stored as
1024 3 1024 pixels and 8-bit TIFF files. The colocalization of E. coli
(green) with lysotracker (red) was enumerated. At least 20 fields were ex-
amined per slide, and representative pictures were taken.
Flow cytometry
Abs were purchased from the following sources: FITC-conjugated anti-
CD80 (16-10A1), FITC-conjugated anti-CD86 (GL1), FITC-conjugated
anti-CD40 (3/23), FITC-conjugated anti-CD38 (90/CD38), FITC-
conjugated anti-CD14 (rmC5-3), FITC-conjugated anti-CD206
(19.2), and APC-conjugated CD11b (M1/70) were purchased from
BD Biosciences. PE-conjugated F4/80 (Cl:A3-1) was purchased from
AbD Serotec. Anti-TLR 2 (6C2) and anti-TLR4 (MTS510) were pur-
chased from eBioscience (Thermo Fisher Scientific), and PE-conjugated
anti-rat Ig was obtained from BD Biosciences. When indicated, cells
were labeled with 2.5 mM MitoSOX Red indicator (Molecular Probes,
Thermo Fisher Scientific). In all cases, the fluorescence of the cells was
determined by flow cytometry using a Beckman Coulter Gallios (Beckman
Coulter). Data were analyzed using either FlowJo software (Tree Star) or
Kaluza software (Beckman Coulter). Fluorescence intensity was plotted on
a log scale. The number of cells acquired for each sample depended on the
subpopulation studied, and at least 10,000 cells were analyzed.
Western blot analysis
Protein was extracted by RIPA buffer (20 mM tris, pH 7.4; 1% NP-40; 1%
sodium deoxycholate; 0.1% SDS; 150 mM NaCl; 1 mM EDTA) containing
a mixture of protease inhibitors from Sigma-Aldrich (catalog no. P8340)
and 50 mM sodium fluoride. Twenty-microgram protein samples separated
by SDS-PAGE and transferred to PVDF membranes were probed with Abs
against AMP-activated protein kinase a (AMPKa, catalog no. 2532; Cell
Signaling Technology), phospho-AMPKa Thr172 (catalog no. 2531; Cell
Signaling Technology), RFP (5F8; Chromotek), and actin (AC-40; Sigma-
Aldrich) following the manufacturer’s instructions. Band intensities were
determined by densitometric analysis using ImageJ software.
Respiratory chain activity
Respiratory activity of complexes I, II, III, and IV were performed in a
Shimadzu UV-1800 Spectrophotometer as previously described (21) with
slight modifications.
Statistics
All analyses were performed using Prism software (GraphPad). Data are
expressed as mean6 SEM and were analyzed by using either one-way ANOVA
with Bonferroni correction, the unpaired Student t test, or Mann–WhitneyU test
as appropriate. In all graphs, *p , 0.05, **p , 0.01, ***p , 0.001.
Results
The absence of FASTK causes an increase in phagocytosis
by macrophages
To further explore the role of FASTK in innate immune system, we
assessed whether the absence of this protein impacted one of the
most important functions of the macrophages, which is their ability
to phagocytose and kill bacteria. We took advantage of the
FASTK─/─ mice we had previously generated (19). FASTK─/─
mice do not show defective development of the immune system
(19). In this study, we used thioglycolate-elicited macrophages,
and we again excluded the possibility of developmental defects
because WT and FASTK─/─ macrophages had no difference in
their expression of cell surface markers (Supplemental Fig. 1A).
Phagocytosis was performed using both nonopsonized and
opsonized phagocytic particles, and the incubation period was 30
min in all the experiments. As shown in Fig. 1A, the PI for uptake
of nonopsonized E. coli was significantly increased in FASTK─/─
macrophages compared with WT controls. Similarly, although to a
lesser extent, the PI for nonopsonized S. aureus was markedly
increased. Almost identical results were obtained when the incu-
bation period was only 15 min (Supplemental Fig. 1B). No dif-
ferences were observed at 4˚C (Supplemental Fig. 1C), indicating
that internalization, rather than binding, was affected. Phagocy-
tosis of FASTK─/─ macrophages was not globally increased, as the
phagocytosis of nonopsonized zymosan and latex beads was
similar to that of WT (Fig. 1A top panel). We next explored the
phagocytosis of Ig- and serum-opsonized bacteria, zymosan, and
latex beads (Fig. 1A bottom panel and Supplemental Fig. 1D).
Opsonic phagocytosis was unaltered in FASTK─/─ macrophages.
Altogether, these data indicate that FASTK selectively modulates
the nonopsonic phagocytosis of bacteria.
We next examined the bactericidal activity of FASTK─/─
macrophages using the in vitro gentamicin protection assay in
serum-free conditions to eliminate the contributions of Fc and/or
complement receptors (Fig. 1B). Nonopsonized bacteria were
added to cells for 15 min. The nonadherent extracellular bacteria
were removed by washing, and the adherent extracellular bac-
teria subsequently killed with gentamicin (100 mg/ml) for 15 min.
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At the indicated time points, intracellular CFUs were enumerated
to monitor bacterial burden (Fig. 1B, left panel). As we indicated
in the Materials and Methods section, time 09 corresponds to 15
min after addition of gentamicin and 30 min after the beginning of
the exposure to bacteria. As shown in the left panel of Fig. 1B, the
number of surviving E. coli and S. aureus was significantly higher
in FASTK─/─ macrophages than in WT controls at all time points.
This result was expected, as the number of bacteria recovered
from the gentamicin protection assay at early points correlates
well with the phagocytic capacity. Based on the numbers of sur-
viving bacteria, we next calculated the percentage of killed in-
tracellular bacteria as an approach to quantify the intracellular
bactericidal activity (Fig. 1B, right panel). The graphs show that
the bactericidal activity is unaltered in FASTK─/─ macrophages at
all time points. At the end of the time course, both types of
macrophages had eliminated ∼60% of the ingested E. coli and
∼50% of the ingested S. aureus. Production of reactive oxygen
species (ROS) by the NADPH oxidase is essential for efficient
bacterial killing by macrophages and neutrophils. As shown in
Supplemental Fig. 2A, FASTK─/─ macrophages’ ability to produce
ROS in response to bacteria was unaltered as measured in a
luminol-based assay that correlated well with the intact killing
activity in the absence of FASTK. Phagocytosed bacteria are
contained within phagosomes that mature into phagolysosomes.
LysoTracker selectively labels late endosomes and lysosomes and
colocalizes with LAMP (22, 23). We monitored the maturation of
phagosomes containing GFP-expressing E. coli by their ability to
colocalize with Lysotracker Red over time under confocal fluo-
rescence microscopy (Supplemental Fig. 2B). Pulse-chase incu-
bation times corresponded to those of the gentamicin protection
assay described above. The percentages of colocalization between
these two colored markers were similar in WT and FASTK─/─
macrophages at all time points. Colocalization increased gradually
over time and reached ∼50% at time 1209 in both types of cells.
Unaltered kinetics of the maturation of phagosomes containing
E. coli in FASTK─/─ macrophages were consistent with the above
explained bacterial killing assay results.
Altogether, these results demonstrate that FASTK modulates the
phagocytic capacity of macrophages toward E. coli and S. aureus
but not their bactericidal activity.
The absence of FASTK results in a defective CI activity
FASTK can be found in the nucleus, processing bodies, and stress
granules in the cytoplasm, and mitochondrial RNA granules. The
mitoFASTK isoform has been the best characterized. It is syn-
thesized from an alternative downstream translation initiation site
and lacks the first 34 aa present at the N-terminus, exposing a
mitochondrial targeting signal. mitoFASTK is essential for mito-
chondrial ND6 mRNA biogenesis. Thus, in the absence of mito-
FASTK, the ND6 mRNA is undetectable, resulting in a ∼60%
decrease in CI activity in the skeletal and cardiac muscles of
FASTK─/─ mice (12). To explore the molecular mechanisms in-
volved in the phagocytic phenotype, we first studied whether the
activity of CI was also affected in FASTK─/─ peritoneal macro-
phages. As shown in Fig. 2, we observed a significant decrease of
CI activity by up to 45% in FASTK─/─ macrophages, whereas the
activity of other complexes was not significantly altered. The
decrease in CI has also been linked to other processes that re-
semble phagocytosis: efferocytosis by microglia and autophagy in
HeLa cells (24, 25). We thus hypothesized that CI-decreased ac-
tivity was responsible for the bacterial phagocytic phenotype in
FASTK─/─ macrophages.
The inhibition of mitochondrial CI activity causes an increase
in the phagocytosis of bacteria by macrophages
To determine whether decreased CI activity could underlie in-
creased phagocytosis of bacteria in FASTK─/─ macrophages, we
tested the role of CI in macrophage phagocytosis by specifically
inhibiting CI activity using either rotenone or shRNA against of
NDUFS3 and NDUFS4. Rotenone has been reported to be a
specific and potent inhibitor of CI. A rotenone dose-response
curve on WT peritoneal macrophages demonstrated that 30 nM
rotenone produced a similar inhibition of CI activity (∼50% de-
crease) to that observed in FASTK─/─ macrophages (Supplemental
Fig. 3A). For this reason, we used 30 nM rotenone in this study.
Similarly, RAW 264.7 cells also showed 50% inhibition of CI
activity when treated with 30 nM rotenone (data not shown).
WT peritoneal macrophages were incubated with 30 nM rote-
none for 24 h before assessment of bacterial phagocytosis. Rote-
none at 30 nM did not result in any toxicity as assessed by the
trypan blue exclusion or TUNEL assays (Supplemental Fig. 3B).
FIGURE 1. Phagocytosis and survival of bacteria in WT and FASTK─/─ macrophages. (A) Macrophages were incubated with either Ig-opsonized or
nonopsonized bacteria, zymosan, and inert latex beads for 30 min. PI values were normalized to average PI of control cells. Data are represented as box and
whiskers plots (n = 5 independent experiments). (B) Bactericidal activity was measured by gentamicin protection assay in serum-free conditions. Numbers
of CFU per well of E. coli and S. aureus recovered at the indicated time points are represented in the left panels. The right panels represent the percentage
of killed bacteria at different time points compared with time 09. The values in the graphs represent means 6 SEM (n = 3 independent experiments).
**p , 0.01, ***p , 0.001.
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Interestingly, treatment with rotenone resulted in an increase in the
phagocytosis of nonopsonized bacteria after 30 min incubation
comparable to the increase observed in FASTK─/─ macrophages
(Fig. 3A). As in FASTK─/─ macrophages, the PI of nonopsonized
zymosan and latex beads remained unchanged by rotenone treat-
ment (Fig. 3A). Nearly identical results were obtained when the
incubation period was only 15 min (Supplemental Fig. 3C). Im-
portantly, rotenone pretreatment did not alter the killing activity of
WT macrophages at 1209/T2 time point (Fig. 3B) nor the ability to
generate ROS (Supplemental Fig. 2A). The increased intracellular
CFU numbers in macrophages pretreated with rotenone correlates
well with increased bacterial uptake.
To further confirm the role of CI in the regulation of bacterial
phagocytosis, we generated two macrophage models of CI defi-
ciency by silencing two of its subunits: NDUFS3 and NDUFS4
(Fig. 4A). As a catalytic subunit, NDUFS3 has been shown to play
a vital role in the proper assembly of CI (26). NDUFS4 is not
directly involved in electron transport but plays a role in the sta-
bility of the entire complex (27). We stably depleted NDUFS3 and
NDUFS4 in the murine macrophage RAW 264.7 cell line using
lentiviral-based shRNA constructs. RAW 264.7 cells expressing
shRNA against FASTK CDS or pretreated with rotenone (30 nM)
were used as positive controls. As shown in Fig. 4B, NDUFS3 and
NDUFS4 depletion resulted in an increase in the PIs of non-
opsonized bacteria PI, whereas PI of nonopsonized zymosan or
latex beads remained unchanged. Finally, we explored the bacteri-
cidal activity in these stable cell lines. Depletion of NDUFS3 and
NDUFS4 did not alter the killing activity of RAW 264.7 cells. It is
noteworthy that parental RAW 264.7 cells exhibited increased
bactericidal activity against S. aureus as compared with WT peri-
toneal macrophages. At 1209/T2 time point, the percentage of killed
S. aureus was ∼70% in parental RAW 264.7 cells and ∼50% in
WT peritoneal macrophages. In addition, we observed that silencing
of NDUFS3, NDUFS4, and FASTK as well as pretreatment with
rotenone caused a small, nonsignificant increase in the bactericidal
activity of RAW 264.7 cells against S. aureus.
In conclusion, the inhibition of CI activity using either rotenone
or shRNA against NDUFS3 and NDUFS4 induced similar effects
on macrophages as those induced by the deletion or depletion of
FASTK. These observations suggest that mitoFASTK is respon-
sible for the phenotype and functions as a negative regulator of
phagocytosis by targeting CI.
Re-expression of FASTK mitochondrial isoform is sufficient
to rescue the phagocytic phenotype in FASTK-depleted
RAW 264.7 cells
To test that the mitochondrial isoform of FASTK is indeed re-
sponsible for the phagocytic phenotype, we performed rescue
experiments. First, we stably depleted FASTK in RAW 264.7 cells
with lentiviral-based shRNA construct targeting the 59UTR of
FASTK. We used an shRNA that targets the 59UTR because the
expression can be easily rescued by vectors expressing the coding
region of FASTK. FASTK-depleted cells were then stably trans-
fected with WT FASTK, which contains the two translation ini-
tiation sites and encodes both mitoFASTK and cytoFASTK and a
mutant FASTK that starts at the internal methionine at position 35
(D1–34) and only encodes mitoFASTK (Fig. 5A). Both constructs
carried RFP at their C terminus. As control, we also generated
FASTK-depleted RAW 264.7 cells expressing RFP alone. Ex-
pression was evaluated by fluorescence microscopy (data not
shown) and Western blot with anti-RFPAb (Fig. 5B). As shown in
Fig. 5C, the re-expression of FASTKD1–34 alone was able to
rescue CI activity and the phagocytic phenotype of FASTK-
depleted cells. Again, phagocytosis experiments were performed
with nonopsonized E. coli and S. aureus. These results demon-
strate that mitoFASTK is a negative regulator of nonopsonic
phagocytosis of bacteria by macrophages via regulation of
respiratory CI.
FIGURE 2. Activity of respiratory complexes in FASTK─/─ macrophages. The specific activities of CI (NADH:ubiquinone oxidoreductase), CII (suc-
cinate dehydrogenase), CIII (cytochrome c reductase), and CIV (cytochrome c oxidase) were measured in cell lysates, normalized to citrate synthase (CS)
activity, and expressed as (nmol/min/mg protein)/(sp. act. of CS)3 100. Data are presented as means6 SEM. The number of independent experiments and
the p value are indicated. In the right panel, relative enzymatic activities of respiratory chain complexes in WT and FASTK─/─ macrophages. *p , 0.05.
FIGURE 3. Phagocytosis and survival of bacteria in rotenone-treated WT macrophages. (A) Thioglycolate-elicited peritoneal macrophages were treated
with rotenone (30 nM) for 24 h, then incubated with nonopsonized bacteria, zymosan, and inert latex beads for 30 min. PI values were normalized to
average PI of control cells. Data are represented as box and whiskers plots (n = 6 independent experiments). (B) Bactericidal activity of rotenone-treated
and -untreated WT macrophages was assessed by gentamicin protection assay in serum-free conditions. Numbers of CFU per well of E. coli and S. aureus
recovered at T0 (time 09) and T2 (time 1209) are represented. The right panels represent the percentage of killed bacteria at T2 compared with T0 for each
treatment condition. Means 6 SEM are shown (n = 4 independent experiments). *p , 0.05, **p , 0.01, ***p , 0.001.
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AMPKa plays a key role in FASTK-mediated modulation of
bacterial phagocytosis
CI dysfunction triggers transient and sustained changes in meta-
bolism and is accompanied by the phosphorylation of AMPKa, a
crucial cellular energy sensor. Glucose supply and AMPKa sub-
unit have been proven to be crucial for cell survival during CI
dysfunction (28). AMPKa has also been reported to enhance the
phagocytic ability of macrophages and neutrophils (29). We thus
hypothesized that a decrease in CI activity augments the phago-
cytosis of bacteria by macrophages via activation of AMPK.
We first examined the phosphorylation status of AMPKa
(threonine 172) and the total AMPK levels in WT and FASTK─/─
peritoneal macrophages unexposed or exposed to bacteria E. coli
and S. aureus. Interestingly, the basal phosphorylation level of
AMPKa was increased ∼2-fold in FASTK─/─ macrophages over
WT cells (Fig. 6A, 6B). Exposure to bacteria led to a significant
increase in AMPKa phosphorylation in WT macrophages. We
also observed an increase in phosphorylated AMPKa in FASTK─/─
macrophages upon exposure to bacteria, but in this case, the
increase over already increased baseline levels was not found
to be significant. AICAR was used as positive control for
AMPK phosphorylation. Total AMPK levels remained unchanged
(Fig. 6A).
To further explore the role of AMPK activation in FASTK-
mediated modulation of phagocytosis, we examined the effects
of Compound C AMPK inhibitor on the phagocytic phenotype of
FASTK─/─ macrophages. Cells were pretreated with 10 mM of
Compound C prior to phagocytosis assays. As shown in Fig. 6C,
treatment with Compound C reverted the phagocytic phenotype
induced by the absence of FASTK in murine primary macro-
phages. Very similar results were obtained using FASTK-silenced
RAW 264.7 cells (Supplemental Fig. 4A). These results demon-
strate that AMPK is a key player in the modulatory role of FASTK
in phagocytosis
Discussion
The present work reveals a novel role for mitoFASTK in the
regulation of nonopsonic phagocytosis of bacteria by macrophages.
The molecular mechanisms responsible for this phenotype are the
decrease in CI activity and AMPK activation.
Although opsonic phagocytosis is more effective, nonopsonic
phagocytosis is a crucial mechanism for host control during the
initial stages of infection and in anatomic spaces where opsonins
may be limiting, such as the alveolar space (30). Different pattern
recognition receptors (PRRs) have been described to be involved
in the binding and capture of nonopsonized microorganisms,
which include transmembrane proteins such as the TLRs and
C-type lectin receptors as well as cytoplasmic proteins such as the
retinoic acid–inducible gene-I–like receptors and NOD-like re-
ceptors (31). PRRs recognize microbial components; for example,
C-type lectin receptors Dectin-1 and Dectin-2 are responsible for
sensing b-glucans from fungi, and NOD1 and NOD2 recognize
bacterial peptidoglycan-derived structures (31). The TLR family is
one of the best-characterized PRR families and are unusual in that
some can recognize several structurally unrelated ligands (32).
Although they recognize microorganisms, TLRs do not function
as phagocytic receptors; however, they can cooperate with other
nonopsonic receptors to stimulate phagocytosis (33). In this
regard, it is noteworthy that TLR2- and TLR4-signaling have been
reported to be required for the maturation of phagosomes con-
taining bacteria (34). Thus, PRRs and the cross-talk between them
confer a certain degree of specificity to innate immunity that could
underlie the specific increase in bacterial phagocytosis in the ab-
sence of FASTK and/or decrease in CI activity.
Accumulating evidence has shown that sensing of Gram-
negative bacteria and the exposure to TLR4 ligands decreases
OXPHOS and increases glycolysis (35–37). A recent report by
Garaude et al. (38) shows that recognition of viable Gram-
negative bacteria in fact decreases the abundance of assembled
FIGURE 4. Effects of the silencing of CI subunits on phagocytosis and killing of bacteria. (A) Schematic representation of the mitochondrial CI, NADH:
ubiquinone oxidoreductase complex. Mammalian CI contains 44 different subunits; some of them are represented. (B) The activity of CI in RAW 264.7
cells was inhibited by treatment with rotenone or the lentiviral-mediated stable expression of shRNA constructs directed against the CDS of NDUFS4 or
NDUFS3. Cells expressing shRNA against FASTK CDS were also included in the experiments. Cells were then incubated with nonopsonized bacteria,
zymosan, and inert latex beads for 30 min. PI values were normalized to average PI of control cells (RAW 264.7 cells expressing nontargeting shRNA).
Data are represented as box and whiskers plots (n = 3 independent experiments). (C) T0 (time 09) and T2 (time 1209) in the gentamicin protection assay
done in serum-free conditions are shown. Graphs represent numbers of CFU per well of E. coli and S. aureus. The right panels represent the percentage of
killed bacteria at T2 compared with T0 for each stable RAW 264.7 cell line. Means6 SEM are shown (n = 4 independent experiments). *p, 0.05, ***p, 0.001.
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CI, which results in decreased CI activity and subsequent cellular
metabolic adaptations. This metabolic rewiring has also been
described upon the activation of toll receptors TLR2 and TLR9 in
dendritic cells (39). Still little is known about the impact of this
metabolic reprogramming on immune function. Moreover, the
importance of certain pre-existing mitochondrial dysfunctions in
immune function has also been largely unexplored. In this article,
several lines of evidence implicate CI in the modulation of bac-
terial phagocytosis by macrophages: 1) FASTK─/─ macrophages
show decreased CI activity and increased nonopsonic bacterial
phagocytosis, and the re-expression of mitoFASTK alone is able
to rescue the phenotype; 2) treatment with rotenone, a specific
inhibitor of CI, and shRNA-mediated silencing of NDUFS3 and
NDUFS4 also lead to increased phagocytosis of nonopsonized
bacteria by macrophages. NDUFS3 is an integral subunit of the
Q module of the mitochondrial respiratory CI (26), whereas
NDUFS4 is an accessory subunit required for stability of CI (27,
40). Mutations in NDUSF3 and NDUFS4 genes result in Leigh
syndrome, a progressive neurodegenerative disorder (41–44).
CI (NADH:ubiquinone oxidoreductase) represents the entry
point for most electrons into the respiratory chain. It is a large,
multimeric enzyme complex composed of 44 different subunits, the
assembly of which is influenced by the oxidative environment. As
mentioned above, the recognition of bacteria transiently decreased
the assembly and activity of CI (38). In this study, we observed that
a decrease in CI, in turn, increases the phagocytic activity against
bacteria in macrophages. We speculate that CI acts as sensor and
effector in the regulation of bacterial phagocytosis by macro-
phages and that this is the result of evolutionary adaptation of
macrophages to combat bacteria. The role of FASTK and CI in
regulating nonopsonic phagocytosis of bacteria by macrophages
represents a novel and exciting finding that deserves further in-
vestigation. It is important to mention that CI deficiency does not
lead to a global increase in phagocytosis. This finding suggests
that stimuli associated with bacteria contribute to the role of CI in
phagocytosis. Specific bacterial stimuli may underlie the finding
that the increase of bacterial phagocytosis associated with CI
deficiency is greater for Gram-negative bacteria than for Gram-
positive bacteria. Finally, it is also important to highlight that the
decrease in CI has also been linked to other processes that re-
semble phagocytosis: efferocytosis and autophagy. In fact, the
decrease in CI activity using metformin and rotenone is associated
with increased phagocytosis of apoptotic cells and inert particles
by microglia (24). Similarly, silencing of CI subunit GRIM-19 in
HeLa cells induces autophagy (25).
In this article, we further investigated the molecular mechanisms
of action of FASTK protein in regulating the phagocytic capacity of
macrophages for nonopsonized bacteria. AMPK is a heterotrimeric
kinase consisting of an a catalytic subunit and two regulatory
subunits, b and g (45). AMPK is activated by phosphorylation of
threonine 172 within the catalytic subunit a (45). AMPK is a
sensor of energy status that maintains cellular energy homeostasis.
In this context, CI dysfunction triggers metabolic response and
adaptation that depends on AMPK activation (28). Accordingly,
FASTK─/─ macrophages show increased basal levels of AMPKa
phosphorylation. Exposure to bacteria led to increase in AMPKa
phosphorylation, which only was significant for WT macro-
phages. Bacteria do not increase significantly AMPKa phosphor-
ylation in FASTK─/─ macrophages probably due to the fact that
AMPKa is almost fully phosphorylated under basal conditions.
FIGURE 5. Phagocytosis assays in RAW 264.7 cells stably expressing shFASTK (targeting 59UTR) and rescue constructs. (A) A schematic illustration of
RFP-tagged FASTK constructs WT and D1–34. Mitochondrial targeting signal (MTS): three domains conserved among all FASTK family members,
FAST_1, FAST_2, and RAP (an acronym for RNA-binding domain abundant in Apicomplexans). (B) RAW 264.7 cells were infected with lentivirus
containing pGreenPuro shRNA vector containing either shRNA against the 59UTR of FASTK (shUTR) or nontargeting shRNA control (Ctrl). Cells
expressing shUTR were then stably transfected with RFP-tagged WT FASTK, RFP-tagged mutant FASTK starting at the internal methionine at position
35 (D1–34), or RFP alone. Whole cell lysates from each resultant cell line were analyzed by Western blotting using Abs against RFP or b-actin (loading
control). (C) The indicated cell lines were tested for CI activity (top panel) and for phagocytosis with nonopsonized bacteria (bottom panel). CI activities
were measured by a NADH dehydrogenase activity assay, and data were normalized to average CI activity of control cells. Means6 SEM are shown (n = 3
independent experiments). PI values were normalized to average PI of control cells. Data are represented as box and whiskers plots (n = 3 independent
experiments). **p , 0.01, ***p , 0.001.
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CI dysfunction has also been linked to increased mitochondrial
ROS (mitoROS) levels (46). We used MitoSOX to evaluate
mitoROS generation in WT and FASTK─/─ macrophages. As
shown in Supplemental Fig. 4B, exposure to bacteria led to an
increase in mitoROS generation that was higher in FASTK─/─
macrophages compared with WT macrophages. Whether mitoROS
plays a role in AMPK activation or in phagocytosis events remains
unclear. However, some studies suggest that local production of
mitoROS concomitant with TLR-mediated detection could con-
tribute to macrophage bactericidal activity (47). AMPK has been
reported to enhance the phagocytic ability of macrophages and
neutrophils (29). AICAR treatment increased phagocytosis of
bacteria, whereas inclusion of Compound C in the macrophage
cultures prior to AICAR exposure diminished uptake of bacteria
(29). Similarly, FASTK─/─ macrophages reverted to WT phago-
cytic phenotype by supplementation of Compound C. AMPK is
involved in the microtubule and actin network formation during
phagocytosis (29). We show in Supplemental Fig. 4C that
FASTK─/─ macrophages showed increased rise in F-actin content
following phagocytosis of E. coli. Further studies are needed to
unveil the detailed molecular mechanisms by which FASTK-
mediated activation of AMPK controls phagocytosis. Our work
represents the first study, to our knowledge, to document the role
of FASTK and respiratory CI in modulating the nonopsonic
phagocytosis of bacteria by macrophages. Despite having exten-
sively characterized the phenotype in vitro, it is still necessary to
prove its translatability to in vivo models to verify the relevance of
this finding in the context of the infection. Even taking into ac-
count this limitation, we expect our discovery will open up whole
new avenues of investigation that may lead eventually to novel
treatments for increasing uptake and clearance of bacteria in
infections prior to the initiation of an inflammatory response or in
infections in anatomic spaces with limiting amount of opsonins.
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Supplemental Figure 1. (A) Peritoneal macrophages from FASTK─/─ and WT mice were analyzed by flow 
cytometry to evaluate the expression of the indicated key cell surface markers expressed on F4/80+ macrophages. 
Cell surface marker staining (solid grey) and unstained (black line) cells are shown. Histograms are representative 
of 3 independent experiments using pooled thioglycolate-elicited peritoneal macrophages from 3 mice per group 
per experiment. (B) Macrophages were incubated with non-opsonized phagocytic particles for 15 min. PI values 
were normalized to average PI of control cells. Data are represented as box and whiskers plots, n = 3 independent 
experiments. (C) Peritoneal macrophages from FASTK─/─ and WT mice were incubated in serum/antibiotics free 
conditions with non-opsonized FITC-labeled bacteria on ice for 30 min. Bacterial adherence to macrophages was 
quantified by flow cytometry. Histograms are representative of n = 3 independent experiments. (D) Peritoneal 
macrophages from FASTK─/─ and WT mice were incubated with serum-opsonized phagocytic particles for 30 
min. PI values were normalized to average PI of control cells. Data are represented as box and whiskers plots, n 
= 5 independent experiments.  
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QRUPDOL]HG WR XQWUHDWHG FRQWURO DQG SUHVHQWHG DVPHDQV6(0 Q 7KH ULJKW SDQHO VKRZV UHSUHVHQWDWLYH
LPDJHVRIGRXEOHVWDLQLQJZLWK781(/UHGDQG+RHFKVWEOXHXVHGWRREWDLQWKHGDWDSUHVHQWHGLQWKHOHIWSDQHO
RULJLQDOPDJQLILFDWLRQ[&3HULWRQHDOPDFURSKDJHVIURP:7PLFHZHUHWUHDWHGZLWKURWHQRQHQ0IRU
K WKHQ LQFXEDWHGZLWKQRQRSVRQL]HGEDFWHULD]\PRVDQDQG LQHUW ODWH[EHDGV IRUPLQ3,YDOXHVZHUH








XQVWDLQHG DQG DQDO\]HG E\ IORZ F\WRPHWU\ 5HSUHVHQWDWLYH IORZ F\WRPHWU\ KLVWRJUDPV DUH VKRZQ Q   
LQGHSHQGHQWH[SHULPHQWV&$QDO\VLVRI)DFWLQFRQWHQW3HULWRQHDOPDFURSKDJHVIURP)$67.ņņDQG:7PLFH
ZHUHLQFXEDWHGLQWKHDEVHQFHRUSUHVHQFHRIE. coliIRUPLQDW&&HOOVZHUHVWDLQHGZLWK75,7&SKDOORLGLQ
DQG DQDO\]HG E\ IORZ F\WRPHWU\ 5HSUHVHQWDWLYH IORZ F\WRPHWU\ KLVWRJUDPV DUH VKRZQ Q    LQGHSHQGHQW
H[SHULPHQWV
